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RESUMO 
 
A produção biotecnológica de enzimas por fungos filamentosos requer o 
conhecimento das suas características de crescimento, fisiologia e metabolismo 
porque a compreensão das respostas biológicas e nutricionais contribui para o 
ajuste dos bioprocessos. Neste trabalho foram analisados o crescimento apical e 
alguns parâmetros bioquímicos e fisiológicos da resposta das linhagens Aspergillus 
tubingensis AN1257 e Talaromyces trachyspermus T10.5 a fontes de carbono 
complexas indutoras de carboidrases. Foi utilizada uma abordagem polifásica de 
identificação baseada em características fenotípicas e moleculares. As linhagens 
foram cultivadas em meio suplementado com glicose (controle), amido e 
carboximetilcelulose (CMC).  O crescimento apical foi avaliado quanto aos eventos 
iniciais, hidratação, polarização e extensão do tubo germinativo, bem como foi 
investigado o papel da via de PKC nestes processos.  As linhagens diferiram quanto 
ao potencial de produção de carboidrases sendo o T. trachyspermus T10.5 o mais 
eficiente para a expressão de amilase. A produção de celulase foi verificada apenas 
em meio sólido. Os eventos iniciais do crescimento apical de T. trachyspermus T10.5 
foram atrasados pelos carboidratos poliméricos em meio sólido:  após 14h de cultivo 
a proporção de conídios apolares, polares e com tubo germinativo foi de 31,0 ± 
5,7%; 34,0 ± 0,0% e 35,0 ± 5,7% (glicose) contra 40,0 ± 0,0%; 45,0 ± 0,8% e 14,0 ± 
1,6% (amido) ou 90,0 ± 4,9%; 6,0 ± 1,6% e 4,0 ± 3,3% (CMC). A biomassa de T. 
trachyspermus T10.5 foi formada exponencialmente no período de 24 a 48h em 
cultivo submerso e não foi diminuída por nenhuma fonte de carbono. Nas culturas 
submersas, a fase exponencial de crescimento foi simultânea ao consumo 
exponencial do substrato; o esgotamento das fontes de carbono precedeu o início da 
fase estacionária; a atividade de α-amilase (239,2 ± 11 U/min.mL) induzida por 
amido coincidiu com o crescimento exponencial, permaneceu estável durante a fase 
estacionária e foi reprimida por glicose. O crescimento apical de A. tubingensis 
AN1257 respondeu mais rapidamente à fonte de carbono: 36,0 ± 4,3% dos conídios 
cultivados em meio suplementado com glicose estavam polarizados após 6h, contra 
1,3 ± 0,9% (amido) e 2,7 ± 1,9% (CMC). A extensão do tubo germinativo da 
linhagem AN1257 também foi atrasada e reduzida por amido e CMC. A formação de 
biomassa de A. tubingensis AN1257 nas culturas submersas foi fortemente reduzida 
 
 
por CMC, que apresentou um efeito tamponante no meio. Nas demais culturas 
submersas, o crescimento exponencial de A. tubingensis AN1257 ocorreu entre 0 a 
24h (glicose) ou 12 a 24h (amido) coincidindo com forte acidificação do meio e 
consumo acentuado de substrato. O efeito da ativação de PKC foi distinto nas duas 
linhagens: a ativação dessa enzima não parece modular a germinação em A 
tubingensis AN1257, mas inibe fortemente a germinação de T. trachyspermus T10.5. 
Assim, as duas espécies apresentaram respostas diferentes à fonte de carbono e à 
ativação de PKC, com fisiologia, germinação e crescimento apical peculiares, cuja 
compreensão permitirá direcionar a aplicação biotecnológica das linhagens AN1257 
e T10.5 de forma mais eficiente. 
 
Palavras-chave: Crescimento apical. Proteína quinase C. Carboidratos poliméricos. 
Carboidrases. 
  
 
 
 
 
ABSTRACT 
 
The biotechnological production of enzymes by filamentous fungi requires the 
knowledge of its characteristics of growth, physiology and metabolism because the 
comprehension of the biological and nutritional responses contributes to the 
adjustment of the bioprocesses. In this work, it were analyzed the apical growth, and 
some biochemical and physiological parameters of the response of the strains 
Aspergillus tubingensis AN1257 and Talaromyces trachyspermus T10.5 to complex 
carbon sources that induce carbohydrases. It was utilized a polyphasic approach of 
identification based on phenotypic and molecular characteristics. The strains were 
cultivated in media supplemented with glucose (control), starch and carboxy-
methylcellulose (CMC). The apical growth was evaluated regarding the initial events, 
hydration, polarization and germtube extension, and the role of the PKC pathway in 
these processes was investigated as well. The strains differed according to their 
potential for carbohydrase production and T. trachyspermus T10.5 was the more 
efficient for amylase expression. Cellulase production was verified only in solid 
media.  The initial events of T. trachyspermus T10.5 apical growth were delayed by 
the polymeric carbohydrates in solid media: after 14h of cultivation, the proportion of 
non-polar, polar and germtube-containing conidia was 31.0 ± 5.7%; 34.0 ± 0.0% and 
35.0 ± 5.7% (glucose) versus 40.0 ± 0.0%; 45.0 ± 0.8% and 14.0 ± 1.6% (starch) or 
90.0 ± 4.9%; 6.0 ± 1.6% and 4.0 ± 3.3% (CMC). The biomass of T. trachyspermus 
T10.5 was formed exponentially from 24 to 48h during submerged cultivation, and it 
was not decreased by any carbon source. In the submerged cultures, the exponential 
growth phase was simultaneous to the exponential consumption of the substrate; 
depletion of the carbon sources preceded the stationary phase; the α-amylase 
activity (239.2 ± 11 U/min. mL) induced by starch coincided with the exponential 
growth, remained stable during the stationary phase and was repressed by glucose. 
A. tubingensis AN1257 apical growth responded more promptly to the carbon source:  
36.0 ± 4.3% of the conidia cultivated in medium supplemented with glucose were 
polarized after 6h, versus 1.3 ± 0.9% (starch) and 2.7 ± 1.9% (CMC). Germtube 
extension by strain AN1257 was also delayed and reduced by starch and CMC. 
Biomass formation by A. tubingensis AN1257 in submerged cultures was strongly 
reduced by CMC, which presented a buffering effect in the medium. In other 
 
 
submerged cultures, the exponential growth of A. tubingensis AN1257 occurred from 
0 to 24h (glucose) or 12 to 24h (starch), concomitant to a strong acidification of the 
medium and to intense substrate consumption. The effect of PKC activation was 
different in the two strains: activation of this enzyme does not seem to modulate 
germination in A. tubingensis AN1257, but it strongly inhibits T. trachyspermus T10.5 
germination. Thus, the two species presented different responses to the carbon 
source and to PKC activation, with peculiar physiology, germination and apical 
growth, whose comprehension will allow direct the biotechnological application of 
strains AN1257 and T10.5 more efficiently. 
 
 
Key-words: Apical growth. Protein kinase C.  Polymeric carbohydrates. 
Carbohydrases. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
Os bioprocessos microbianos têm sido grandemente utilizados para a 
obtenção de produtos de interesse. Suas vantagens incluem custos relativamente 
baixos, possibilidade de produção em larga escala e elevado controle das variáveis 
do processo. 
Estudar as características de crescimento, a fisiologia e os mecanismos de 
regulação dos micro-organismos produtores contribui de maneira significativa para 
que se possa interferir e consequentemente melhorar o rendimento do processo. 
Dentre os micro-organismos com aplicação biotecnológica, os fungos 
filamentosos possuem enorme variedade morfológica, fisiológica e bioquímica, o que 
os torna importantes produtores de fármacos, álcoois, alimentos e outros insumos de 
interesse humano. 
Ao crescer sobre substratos naturais, os fungos filamentosos secretam 
variadas enzimas que convertem os constituintes poliméricos a moléculas mais 
simples. Muitas dessas enzimas apresentam importantes aplicações comerciais 
como as amilases e celulases, que possuem aplicações nas indústrias de tecidos, 
de combustíveis, de produtos químicos e farmacêuticos e outras. 
Contudo, a utilização de fungos em bioprocessos fica condicionada ao 
conhecimento das características morfológicas, genéticas, fisiológicas e 
bioquímicas, uma vez que seu modo de crescimento apical e as respostas 
morfológicas às condições nutricionais influenciam tanto a absorção dos substratos, 
quanto a produção e a secreção das substâncias de interesse.  A biossíntese de 
enzimas, por exemplo, é condicionada à indução gênica pelo substrato 
correspondente e depende da percepção da fonte de carbono e das condições 
externas, com consequente ajuste de crescimento. 
Neste contexto, o presente trabalho apresenta um estudo das características 
morfológicas e bioquímicas de dois ascomicetos filamentosos, isolados em estudos 
anteriores e selecionados como produtores de amilases e celulases. Foi investigada 
a relação entre a fonte de carbono, o crescimento apical e a síntese de carboidrases 
nas espécies Aspergillus tubingensis e Talaromyces trachyspermus, a fim de gerar 
conhecimentos que irão contribuir para melhor compreensão destes micro-
organismos bem como para a melhoria da produção de enzimas fúngicas. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1 OS FUNGOS COMO UM GRANDE GRUPO DE SERES VIVOS 
 
A classificação dos seres vivos sempre intrigou os naturalistas, que 
inicialmente tentaram elaborar uma divisão baseada em diferenças facilmente 
observáveis. Os vegetais, por exemplo, que não são móveis, realizam a absorção de 
nutrientes a partir do solo e utilizam a energia solar, foram diferenciados dos 
animais, que são móveis e se nutrem pela ingestão de alimentos (WOESE; 
KANDLER; WHEELIS, 1990). 
Posteriormente, com a ampliação dos conhecimentos sobre os seres vivos e 
suas características genéticas, bioquímicas e morfológicas, a classificação 
taxonômica foi elaborada em cinco reinos: Plantae, Animalia, Fungi, Protista e 
Monera. Esta classificação, apesar de refletir um avanço na compreensão dos seres 
vivos, ainda era incompleta, à medida que incluía no mesmo reino micro-organismos 
tão diversos quanto as algas e os protozoários. Uma taxonomia filogenética válida 
que pudesse ser aplicada aos micro-organismos somente se tornou possível quando 
avanços nos métodos de estudo do ácido desoxirribonucleico (DNA, 
deoxyribonucleic acid) permitiram o desenvolvimento de tecnologias para a 
determinação e comparação de sequências genéticas (WOESE; KANDLER; 
WHEELIS, 1990). 
Carl R. Woese iniciou, em 1966, seu trabalho de sequenciamento dos genes 
de ácido ribonucleico (RNA, ribonucleic acid) ribossômico (rRNA, ribosomal 
ribonucleic acid) e transportador (tRNA, transfer ribonucleic acid). Baseado em seus 
estudos, propôs juntamente com George E. Fox, em 1977, a divisão dos procariotos 
em dois domínios: Eubacteria e Arqueobacteria. Os eucariotos foram agrupados no 
domínio Eucarya. Apesar das críticas provenientes de muitos pesquisadores, em 
1990 a divisão tripartite da vida foi consolidada nos táxons de maior amplitude: os 
domínios Bacteria, Archaea e Eucarya (WOESE; KANDLER; WHEELIS, 1990; 
PRAKASH; JANGID; SHOUCHE, 2013) 
O domínio Archaea, inicialmente, foi considerado como aquele que agrupava 
micro-organismos de habitats extremos, como aqueles capazes de suportar 
temperaturas elevadas (termófilos e hipertermófilos), altas concentrações de sais 
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(halófilos) ou valores de potencial hidrogeniônico (pH) muito ácido (acidófilos) ou 
alcalino (alcalífilos). Estudos posteriores, contudo, mostraram que os membros do 
domínio Archaea são comuns em diferentes tipos de habitats e constituem a maior 
parte da vida microbiana na Terra. Possuem características especiais que não são 
detectadas nos outros dois domínios: presença de proteínas flagelinas, parede 
celular com pseudomureína e lipídeos de membrana com ligações éter. São 
incluídos neste grupo, micro-organismos importantes para os ciclos do carbono e 
nitrogênio, bem como espécies utilizadas na produção de biogás, na lixiviação de 
metais pesados e produção industrial de enzimas (PRAKASH; JANGID; SHOUCHE, 
2013). 
O domínio Bacteria constitui-se importante por ser uma fonte quase infinita de 
metabólitos, enzimas e genes, como também pela presença de potenciais 
patógenos humanos. Neste grupo, são classificados organismos procariotos com 
diversidade de tamanho e morfologia que se reproduzem por divisão binária, 
podendo se apresentar como células isoladas ou em agrupamentos. Algumas 
espécies podem apresentar estruturas de motilidade e apresentam membrana 
celular constituída predominantemente de lipídeos derivados do glicerol esterificado 
com dois grupos acílicos, enquanto a parede celular contém mureína. As sequências 
dos genes de rRNA permitem distingui-los dos organismos classificados nos 
domínios Archaea e Eucarya (WOESE; KANDLER; WHEELIS, 1990; WOESE, 2006; 
ZINDER; DWORKIN, 2006). 
Os organismos agrupados no domínio Eucarya são caracterizados por 
possuírem células eucarióticas, ou seja, compartimentalizadas. Os lipídeos 
predominantes na membrana celular são diésteres de glicerol e ácidos graxos. Os 
genes de rRNA permitem sua classificação específica neste domínio (WOESE; 
KANDLER; WHEELIS, 1990). 
A diversidade de plantas, animais, fungos e outros organismos eucariotos tem 
sido estimada em aproximadamente 8,7 milhões de espécies, muitas das quais 
permanecem desconhecidas. Sua exploração é um dos grandes desafios atuais da 
biologia (STRAIN, 2011). 
Os organismos eucariotos são atualmente divididos em cinco “supergrupos” 
(KEELING et al., 2005, p. 671): 
a) Excavatas: unidos por similaridades morfológicas na ultraestrutura do 
citoesqueleto e dados filogenéticos, os excavatas compreendem um grupo 
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diverso de protistas, em sua maioria, anaeróbicos e/ou parasitas. Foram 
considerados por muito tempo como as linhagens primitivas dos eucariotos 
por não apresentarem mitocôndria. Porém, estudos recentes têm 
demonstrado a presença de proteínas homólogas de mitocôndrias e 
resquícios desta organela na maioria dos subgrupos. Os representantes 
mais conhecidos são Trypanosoma, Giardia e Trichomonas; 
b) Rhizaria: este supergrupo não possui características morfológicas claras 
que definem o grupo inteiro e sua união é baseada somente em dados 
moleculares. São abundantes e ecologicamente importantes, contudo, 
pouco conhecidos dada a sua dificuldade de isolamento e cultivo. Entre os 
representantes, pode-se citar os parasitas Phytomyxea, Haplosporidia e 
Gromiida; 
c) Chromoalveolata: originalmente, este supergrupo foi proposto com base na 
presença de plastídeos secundários originados a partir da endocitose de 
alga vermelha. Atualmente, sua união é apoiada em uma variedade de 
análises de árvores genéticas. Compreende diversos grupos de algas e os 
principais grupos de protistas; 
d) Plantae: a filiação dos membros do grupo Plantae é a mais bem suportada 
entre os cinco supergrupos de eucariontes através de estudos de árvores 
genéticas. Morfologicamente são caracterizados pela presença de 
plastídeos – adquiridos através da endosimbiose primária por um ancestral 
comum – que lhes confere a capacidade de realizar fotossíntese; 
e) Unikonta: a união de dois grupos bem suportados, Amoebozoa e 
Opisthokonta, dá origem ao quinto supergrupo descrito, o Unikonta. De 
maneira geral, inclui animais, fungos, algumas amebas, micetozoários e 
alguns poucos protistas parasitas, relacionados principalmente pelas 
análises filogenéticas. A inclusão dos animais e fungos no grupo 
Opisthokonta é baseada em um conjunto de dados com ampla cobertura 
de espécies e um limitado número de sinapomorfias celulares – conjunto 
de caracteres que, surgindo ao longo da evolução, mantém-se em diversos 
grupos taxonômicos distintos – como crista mitocondrial achatada.  Os 
micetozoários celulares e acelulares (Micetozoa), embora formalmente 
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tratados como fungos por diversos autores, formam juntamente com as 
amebas (Lobosa) o grupo Amoebozoa. 
Em especial, os fungos, desde o início da história, têm fascinado a 
humanidade e apresentam considerável influência em nossa cultura. Devido à 
extensa interação com plantas, animais, bactérias e outros organismos, estes micro-
organismos desempenham diversas funções como decompositores, mutualistas e 
parasitas (MCLAUGHLIN et al., 2009; EBERSBERGER et al., 2012). 
Os fungos endofíticos, por exemplo, formam simbiose com partes aéreas de 
plantas. Além disso, aproximadamente 90% de todas as plantas terrestres formam 
associação entre suas raízes e fungos, denominadas micorrizas, que em geral são 
cruciais para o crescimento, desenvolvimento e frutificação da planta. Além disso, o 
estabelecimento dessas associações pode ter sido o fator chave que permitiu às 
plantas fazer a transição do habitat aquático para o terrestre (BLACKWELL et al., 
2007; MCLAUGHLIN et al., 2009; EBERSBERGER et al., 2012). 
O mutualismo entre fungos e animais pode assumir três formas distintas: 
externo e aeróbico, como com as formigas de jardim; interno e aeróbico como o que 
ocorre em intestino de insetos; ou anaeróbico no rúmem ou cedo de mamíferos 
herbívoros. Além de existir espécies mutualísticas, algumas espécies são potenciais 
patógenos vegetais ou animais, cujo parasitismo tem impacto significativo para as 
atividades humanas e para os ecossistemas (LUTZONI et al., 2004; BLACKWELL et 
al., 2007; MCLAUGHLIN et al., 2009). 
A importância dos fungos nos remete a uma variedade de temas. Fungos 
saprófitas são importantes no ciclo de nutrientes, em especial do carbono, 
constituinte principal da matéria dos seres vivos. Várias espécies de cogumelos são 
conhecidas pelas suas propriedades nutricionais ou medicinais. Diversos fungos 
crescem facilmente em condições controladas e produzem metabólitos de interesse, 
incluindo fármacos, álcoois e alimentos. Outros são utilizados como organismos 
modelos de pesquisa (LUTZONI et al., 2004; BLACKWELL et al., 2007; 
EBERSBERGER et al., 2012). 
Contudo, quais organismos devem ser considerados dentre o reino Fungi? 
Esta questão tem sido discutida por mais de 200 anos e nos últimos 20 anos 
métodos moleculares têm aumentado drasticamente o conhecimento acerca destes 
organismos. Três projetos financiados pela National Science Foundation (Estados 
Unidos da América, EUA) foram iniciados com o objetivo de realizar uma 
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classificação filogenética dos fungos: Research Coordination Network: a Phylogeny 
for Kingdom Fungi (Deep Hypha), projeto Assembling the Fungal Tree of Life em sua 
primeira fase, AFTOL-1 e em sua segunda fase, AFTOL-2. Baseado em diversos 
estudos filogenéticos, o reino Fungi é composto por cinco filos atualmente aceitos: 
Chytridiomycota, Zygomycota, Glomeromycota, Ascomycota e Basidiomycota 
(LUTZONI et al., 2004; BLACKWELL et al., 2007; BLACKWELL, 2011). 
O filo Chytridiomycota possui representantes unicelulares e filamentosos que 
se considera possuírem os traços mais primitivos entre os fungos, incluindo a 
reprodução com esporos flagelados, os zoósporos. Embora a base da filogenia dos 
fungos permaneça sem resolução, a forma aquática, flagelada e unicelular é 
considerada no reino Fungi como plesiomórfica – característica considerada 
primitiva que foi modificada a outra mais recente dentro de uma linhagem –
provavelmente anterior à mudança para a terra. Atualmente é considerado um grupo 
monofilético, contudo, alguns estudos têm encontrado relações polifiléticas 
(LUTZONI et al., 2004; JAMES et al., 2006; BLACKWELL et al., 2007). 
Primariamente filamentosos e sem flagelos, os fungos do filo Zygomycota são 
agrupados em diversos táxons que incluem os saprófitas de solos da ordem dos 
Mucorales e aqueles simbiontes de artrópodes da classe dos Trichomycetos. Os 
membros deste filo são principalmente cenocíticos, sem a presença de hifas 
septadas e durante a reprodução sexual observa-se a formação de zigósporos, 
esporos de paredes espessas. Não são reconhecidos como um grupo monofilético, 
sendo considerado que a maioria dos membros deste filo possui uma relação 
parafilética (LUTZONI et al., 2004; BLACKWELL et al., 2007). 
O filo dos Glomeromycota foi inicialmente considerado como uma ordem do 
filo Zygomycota, atualmente reorganizada como um filo distinto que inclui as 
micorrizas de plantas, amplamente distribuídas na natureza. Trata-se de um filo 
monofilético e é aceito como um grupo irmão dos Basidiomycota e Ascomycota. Sua 
reprodução dá-se com a formação de grandes esporos formados assexualmente 
(LUTZONI et al., 2004; BLACKWELL et al., 2007). 
Os filos Ascomycota e Basidiomycota, juntos denominados Dicariomycota, 
compreendem cerca de 98% de todos os fungos conhecidos e são considerados 
táxons irmãos, resolvidos como monofiléticos. Possuem hifas septadas e um estágio 
dicariótico em algum ponto do ciclo de vida, embora expressem diferenças 
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significativas durante a meiose e esporulação. Possuem morfologia variando de 
leveduras unicelulares a formas miceliais extensas e tão complexas como corpos de 
frutificação macroscópicos, tais como cogumelos (LUTZONI et al., 2004; JAMES et 
al., 2006; BLACKWELL et al., 2007). 
O filo Ascomycota é caracterizado pela produção de meiósporos, 
denominados de ascósporos, formados no interior de estruturas especializadas em 
forma de saco, os ascos, que podem, ou não, serem produzidos dentro de um 
esporocarpo, o ascoma. Já os basidiomicetos compreendem cerca de 30.000 
espécies fúngicas e são caracterizados pela produção de meiósporos denominados 
basidiósporos, no exterior de estruturas clariformes típicas conhecidas como 
basídios (JAMES et al., 2006). 
Muitas das modificações propostas na classificação taxonômica dos fungos 
envolveram estudos filogenéticos. Contudo, tais estudos devem integrar informações 
de muitos genes e apresentam valor evidente se aliados a análises morfológicas e 
bioquímicas. Como exemplo, a morfologia, a fisiologia e as análises genéticas da 
sequência do gene de RNA polimerase I, dos genes codificadores de α e β – 
tubulina e de outras proteínas têm corretamente postulado que os microsporídios, 
parasitas intracelulares obrigatórios, pertencem ao reino Fungi, possivelmente ao filo 
Zygomycota. Estas conclusões contrariam a hipótese anterior de que estes 
organismos constituiriam a espécie divergente ancestral na árvore da vida dos 
eucariotos (LUTZONI et al., 2004; JAMES et al., 2006; MCLAUGHLIN et al., 2009; 
BLACKWELL, 2011; EBERSBERGER et al., 2012). 
A via inversa também é verdadeira: organismos previamente classificados 
como fungos, após estudos apurados foram reclassificados dentro do supergrupo 
dos eucariotos. Assim, os Oomycetos e Hyphochytrideos, dois grupos com 
morfologia muito semelhante aos fungos, foram removidos do reino Fungi, sendo 
agora classificados como algas marrons e diatomáceas, respectivamente (LUTZONI 
et al., 2004). 
Mclaughlin et al. (2009) afirmam que a bioinformática é uma ferramenta 
essencial para reconstrução da árvore filogenética dos fungos. Diante do número 
crescente de genes e genomas fúngicos sequenciados, alguns dos desafios atuais 
são interagir de forma mais eficiente as bases de dados e melhorar a visualização 
das árvores filogenéticas e suas informações. Além de permitir a análise das 
relações filogenéticas através da comparação de sequências de DNA, a 
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bioinformática também é de auxílio para investigar a estrutura, a regulação e a 
função dos genes fúngicos, permitindo inferir informações a respeito do seu 
potencial bioquímico e biotecnológico. 
Devido ao seu metabolismo complexo e à versatilidade bioquímica que lhes 
permite utilizar diversos tipos de substratos, os fungos são encontrados em quase 
todos os ambientes na Terra, sendo as regiões tropicais do planeta consideradas 
como as maiores detentoras de diversidade da maioria dos grupos de organismos, 
incluindo-se os fungos (BLACKWELL, 2011). 
Os fungos constituem uma das principais linhagens eucarióticas, em igual 
número aos animais e superiores às plantas, porém, o número exato de espécies 
fúngicas é desconhecido. Por muito tempo, a estimativa de 1,5 milhão de espécies 
foi aceita como razoável, sendo posteriormente questionada por vários autores por 
falta de clareza nos dados. Baseadas na diversidade de plantas com floração, as 
listas mais completas e acuradas de fungos são da América do Norte e da Europa 
Ocidental, regiões que apresentam menor número de espécies de plantas e baixos 
níveis de endemismo para plantas com floração, o que torna os dados insuficientes 
para fazer uma estimativa global da diversidade de fungos. Outra fonte de erro na 
estimativa de diversidade dos fungos é a existência de muitas espécies crípticas 
encontradas dentro de grupos morfologicamente homogêneos que têm sido 
distinguidos através de dados moleculares (LUTZONI et al., 2004; MUELLER; 
SCHMIT, 2007; MCLAUGHLIN et al., 2009; BLACKWELL, 2011). 
Dados baseados na análise do DNA nuclear que codifica a região espaçadora 
interna transcrita do rRNA (nuclear ribosomal Internal Trancribed Spacer region, ITS) 
suportam uma estimativa de 3,5 a 5,1 milhões de espécies, das quais cerca de 
100.000 foram descritas. O número de espécies fúngicas descobertas tem crescido 
a uma taxa aproximada de 1,2% ao ano. Provavelmente, muitas das espécies 
desconhecidas são imperceptíveis ou formas microscópicas que não produzem 
corpos de frutificação a exemplo dos bolores, fungos endofíticos ou micorrizas, bem 
como espécies que vivem em habitats pobremente explorados (BROCK; DÖRING; 
BIDARTONDO, 2009; MCLAUGHLIN et al., 2009; BLACKWELL, 2011). 
Os membros do reino Fungi possuem dois modos principais de crescimento, 
filamentoso ou leveduriforme. Os fungos filamentosos iniciam seu crescimento 
vegetativo pela formação de uma hifa, um tubo alongado que se origina a partir da 
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germinação de um único esporo e consiste em uma cadeia de células nucleadas que 
podem, ou não, ser individualizadas através de septos. O crescimento contínuo da 
hifa permite a estes organismos colonizar e utilizar eficientemente o substrato 
disponível, através da formação de ramificações numerosas que formam um 
emaranhado de hifas referidas como micélio, passível de visualização a olho nu. Já 
as leveduras são caracterizadas por células que se dividem por brotamento ou 
fissão, ocorrendo dissociação da célula-filha da célula-mãe após a divisão 
(PAPAGIANNI, 2004; WEDLICH-SOLDNER; LI, 2008). 
Alguns fungos, como o patógeno humano Candida albicans e o fitopatógeno 
de milho Ustilago maydis, são capazes de variar entre as formas leveduriforme e 
filamentosa, uma propriedade conhecida como dimorfismo. Em resposta a estímulos 
ambientais particulares, outras formas morfológicas possíveis são a formação de 
pseudohifas, variados tipos de esporos e projeções de acasalamento (WEDLICH-
SOLDNER; LI, 2008). 
Quanto ao modo de reprodução, Dyer e O’Gorman (2012) ao citar Raper 
(1966) afirmam que a sexualidade dos fungos tem sido reconhecida como uma das 
faces mais intrigantes da biologia. Neste contexto, são conhecidos fungos capazes 
de se reproduzir apenas por meio assexuado, os quais têm sido tradicionalmente 
conhecidos como mitospóricos pelo desconhecimento do estágio sexual e aqueles 
denominados de meiospóricos, cujo modo de reprodução sexual é conhecido. Vários 
fungos possuem um estágio no qual se reproduzem de forma assexual (fase 
anamórfica) e outro no qual realizam a reprodução sexual (fase teleomórfica).  
Em relação à nutrição, os fungos são classificados como organismos 
heterotróficos, de nutrição absortiva auxiliada pelos seus filamentos e, 
ocasionalmente, pelo crescimento das formas unicelulares (MCLAUGHLIN et al., 
2009). 
Embora os fungos possuam um metabolismo muito rico e sejam produtores 
de diversas moléculas de interesse, Papagianni (2004) afirma que a produção de 
metabólitos fúngicos em condições industriais é influenciada pela forma morfológica 
desenvolvida.  
O pH, temperatura e agitação do sistema também apresentam grande efeito 
sobre o crescimento e sobre a produção de metabólitos e não devem ser 
negligenciados, assim como a quantidade e idade do inóculo, presença de água, 
oxigênio molecular, fonte de carbono e energia, bem como a presença de diferentes 
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nutrientes como fósforo, potássio, enxofre, magnésio, manganês, ferro, zinco, cobre 
e molibdênio. Além disso, o sucesso da produção está associado a um 
conhecimento detalhado das características de crescimento e da fisiologia do fungo 
produtor, visto que “não só a produção de metabólitos diferentes requerem 
diferentes condições fisiológicas, mas também cada fungo é único no seu 
desenvolvimento anatômico, morfológico e fisiológico” (PAPAGIANNI, 2004, p. 192, 
tradução do autor). 
Devido à multiplicidade de suas características, aplicações e implicações para 
as atividades humanas, os estudos sobre este grande grupo de organismos assume 
importância primordial e vão desde a investigação do seu crescimento apical, da 
biologia celular e molecular, bem como das características fisiológicas e atingem até 
a descoberta de alvos farmacológicos, dos mecanismos de resistência, dos 
mecanismos infecciosos e o desenvolvimento de bioprocessos. 
 
2.1.1 Aspergillus tubingensis 
 
A espécie A. tubingensis foi descrita pela primeira vez por Raou Mosseray em 
1934 e é amplamente distribuída em todo o mundo, crescendo principalmente em 
ambientes com matéria orgânica abundante. Esta espécie é classificada dentro do 
filo Ascomycota, classe Eurotiomycetes, ordem Eurotiales, família Trichocomaceae e 
gênero Aspergillus (MOSSERAY, 1934; BATHOORN et al., 2013). 
O gênero Aspergillus possui aproximadamente 260 espécies e é um dos 
gêneros mais comuns e mais bem estudados do reino Fungi. Embora possua 
espécies fitopatogênicas e alguns patógenos do homem, o gênero é notável pela 
ampla utilização na indústria para produção de fármacos, alimentos e bebidas, 
produção de ácidos orgânicos e diversas enzimas (JONES, 2007; SAMSON; 
VARGA, 2009; HORN et al., 2013) 
A espécie A. tubingensis pertence à seção dos Aspergillus negros juntamente 
com outras 25 espécies intimamente relacionadas e morfologicamente 
indistinguíveis. Até 1980, por exemplo, A. tubingensis e Aspergillus niger foram 
usados como sinônimos. No entanto, novas abordagens moleculares mostraram que 
há uma grande biodiversidade desses organismos e que as espécies são 
ocasionalmente difíceis de reconhecer baseando-se somente em características 
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fenotípicas. Assim, atualmente recomenda-se que a diferenciação seja feita através 
de uma abordagem polifásica, utilizando-se parâmetros morfológicos, propriedades 
bioquímicas e dados moleculares (MANGER-JACOB et al., 2005; SAMSON; 
VARGA, 2009; KREDICS et al., 2009; FRISVAD et al., 2011; VARGA et al., 2011; 
BATHOORN et al., 2013; SUSCA et al., 2013). 
A identificação precisa das espécies é recomendada por diversos autores 
devido às diferenças nos perfis de toxinas de cada táxon. Outro fator é permitir a 
seleção da terapia antifúngica adequada em casos de infecção, visto que os estudos 
sugerem que o tratamento pode não ser o mesmo para duas espécies distintas 
(VARGA et al., 2011; BATHOORN et al., 2013; SUSCA et al., 2013; OSTRY; MALIR; 
RUPRICH, 2013). 
Quanto à reprodução, espécies da seção Nigri foram tradicionalmente 
consideradas estritamente assexuadas. Contudo, nos últimos anos a capacidade de 
sofrer meiose tem sido descrita para algumas espécies, grandemente influenciada 
pela identificação de genes envolvidos no cruzamento (HORN et al., 2013). 
Nesta linha de pensamento, Horn e colaboradores (2013) identificaram genes 
de cruzamento em espécies de A. tubingensis heterotálicas e as linhagens do tipo 
oposto foram cruzadas na intenção de induzir a reprodução sexual. Os autores 
observaram então a formação de ascocarpos indeiscentes delimitados por um 
peridium dentro da matriz de um estroma da mesma forma, como observado para o 
estágio sexual do gênero Petromyces, seção Flavi. Estes dados são consistentes 
com sua posição filogenética próxima. Os ascósporos de A. tubingensis são 
reticulados e possuem duas cristas paralelas que formam um sulco equatorial 
(HORN et al., 2013). 
A. tubingensis possui grande importância na área de micologia médica, 
micologia de alimentos e biotecnologia, assim como vários outros representantes da 
seção Nigri (VARGA et al., 2011). 
Na área da micologia médica, por exemplo, Kredics et al. (2009) relatam dois 
casos clínicos de ceratomicose ou ceratite fúngica cujos patógenos foram 
identificados como espécies de A. tubingensis. A ceratomicose é uma doença 
supurativa e geralmente causa úlceras em córneas. Em ambos os casos, as 
linhagens de Aspergillus foram previamente identificadas como A. niger com base 
em suas características morfológicas. A análise genética, porém, revelou que os 
isolados pertenciam à espécie A. tubingensis. De acordo com os autores, a re-
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identificação de patógenos em coleções de culturas pode revelar mais casos nos 
quais este organismo pode estar envolvido em infecções humanas (KREDICS et al., 
2009). 
A aspergilose invasiva tem sido relacionada com um grande número de 
mortes de causa infecciosa em pacientes imunocomprometidos. Embora a maioria 
dos casos seja causada por Aspergillus fumigatus, outras espécies do gênero 
Aspergillus podem desenvolver este agravo. De um total de 776 pacientes com 
cultura positiva para as espécies de Aspergillus, estudados entre 2000 e 2009 em 
um hospital da cidade de Taiwan, Hsiue et al. (2012) verificaram que em apenas um 
caso (0,1%) o contaminante foi identificado como A. tubingensis e que entre 85 
casos de aspergilose invasiva, essa espécie representou 1% dos casos. Os autores 
afirmam que A. tubingensis está intimamente relacionado com A. niger, com 
características morfológicas indistinguíveis e que só recentemente tem sido 
reconhecido como causador de aspergilose invasiva. 
Em um estudo retrospectivo sobre 16 casos complexos de aspergilose 
invasiva na Bélgica, dentre seis espécimes analisadas, cinco foram identificadas 
como A. tubingensis. Estas apresentaram maiores concentrações inibitórias mínimas 
para os medicamentos triazóis, indicando uma resistência de A. tubingensis 
possivelmente pela seleção ambiental de linhagens resistentes devido ao uso 
generalizado de fungicidas agrícolas (VERMEULEN et al., 2013). 
Em 2013, Bathoorn e colaboradores também descreveram uma infecção 
invasiva causada por A. tubingensis em um paciente imunodeprimido diagnosticado 
com osteomielite do osso maxilar.  
Recentemente, as espécies conhecidas como Aspergillus negros têm 
ganhado destaque na área da micologia de alimentos pelo fato de algumas das 
principais representantes, A. tubingensis, A. niger e Aspergillus carbonarius, terem 
sido identificadas como responsáveis pela acumulação de ocratoxina em uvas e 
vinho (SUSCA et al., 2007; OSTRY; MALIR; RUPRICH, 2013). 
A ocratoxina e a fumonisina são micotoxinas produzidas por espécies do 
gênero Aspergillus e Penicillium, cuja ocorrência tem sido relatada em uvas e seus 
produtos derivados. Estas toxinas podem afetar a saúde humana e animal e 
apresentam propriedades nefrotóxicas, imunotóxicas, genotóxicas, neurotóxicas e 
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teratogênicas (SUSCA et al., 2013; OSTRY; MALIR; RUPRICH, 2013; CHIOTTA et 
al., 2013). 
Contudo, em um estudo recente cujos objetivos, dentre outros, eram avaliar a 
biodiversidade de espécies de Aspergillus negros nas vinhas da Argentina, sua 
capacidade toxígena e a contaminação de uvas e vinhos por ocratoxina, Chiotta et 
al. (2013) verificaram que as linhagens de A. tubingensis isoladas não foram 
capazes de produzir ocratoxina, talvez em decorrência das condições de cultivo e 
armazenamento das culturas, que podem ter modificado sua capacidade de produzir 
esta micotoxina. Além disso, as autoras afirmam que, embora tenham observado 
níveis baixos de ocratoxina A (OTA) em relação à incidência de espécies 
ocratoxigênicas (834 isolados do gênero Aspergillus) o fato pode ser explicado com 
base na boa saúde das uvas cultivadas. 
Frisvad et al. (2011) também analisaram a capacidade de produção das 
micotoxinas fumonisina e ocratoxina por espécies de Aspergillus negros e 
verificaram que A. tubingensis não produziu nenhuma das duas substâncias. De 
acordo com esses resultados, os autores questionam o status de organismo 
“geralmente reconhecido como seguro” (GRAS, generally recognized as safe) de A. 
niger o qual é  amplamente utilizado em biotecnologia industrial e reconhecidamente 
produtor de fumonisinas e ocratoxinas. Também sugerem o uso de A. tubingensis e 
outras espécies não micotoxigênicas como alternativa em processos industriais. De 
forma condizente, não foi detectada nenhuma produção de micotoxina, ocratoxina 
ou fumonisina, por 83 linhagens de A. tubingensis examinadas por Horn et al. 
(2013). 
Na área biotecnológica, A. tubingensis é conhecido por produzir diversas 
enzimas, abrindo a possibilidade de sua aplicação em bioprocessos. 
Em recente estudo realizado por Bakri, Masson e Thonart (2010), no qual 
foram isoladas 136 espécies fúngicas em diferentes áreas da Síria, dois dos isolados 
identificados como A. tubingensis e Aspergillus terreus foram capazes de produzir 
atividade de xilanases de 104 ± 13,22 e 119 ± 16,29 UI/ ml, respectivamente. As 
enzimas xilanolíticas estão relacionadas com a hidrólise de carboidratos estruturais 
de plantas, arabinoxilana e xilana, e desempenham importantes papéis na 
alimentação animal, na indústria de papel e celulose, na panificação e produção de 
combustível. Outro estudo também demonstrou a capacidade de produção de 
enzimas desse complexo por A. tubingensis (BIELY et al., 2000). 
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Pandya e Gupte (2012) também estudaram a produção de xilanases por A. 
tubingensis. Dentre os 40 isolados capazes de secretar atividades xilanolíticas em 
meio sólido, a linhagem A. tubingensis JP-1 apresentou zonas de hidrólise de 30-
45mm de diâmetro sendo assim selecionada para produção em meio líquido. No 
oitavo dia de fermentação em meio não otimizado, os autores observaram a maior 
atividade de xilanases, 185,34 U/mL. Porém, em condições otimizadas a atividade 
xilanolítica chegou a 6.887 ± 16 U/g de substrato. 
A. tubingensis também tem sido relacionado com a produção de enzimas do 
complexo de pectinases. Essas enzimas hidrolisam a pectina, uma mistura 
altamente heterogênea e ramificada de polissacarídeos que constituem um dos 
principais componentes da matriz extracelular de plantas, possuindo importantes 
aplicações nas indústrias de alimentos e cosméticos (VLUGT-BERGMANS, VAN 
DER et al., 2000; ROZEBOOM et al., 2013). 
Alguns autores relataram que a glicoamilase, responsável por catalisar a 
hidrólise de D-glicose em ligações α-1→4- glicosídicas a partir de extremidades não 
redutoras de amido e outros oligômeros e polímeros, também pode ser produzida 
por A. tubingensis. Manger-Jacob e colaboradores (2005) isolaram e sequenciaram 
esta enzima codificada por um gene de A. tubingensis. 
A literatura relata ainda a produção de oxidases sulfidrilas por A. tubingensis. 
Essas enzimas são utilizadas para aumentar a resistência de massas de pão, para a 
remoção de cheiro desagradável de leite queimado após tratamento com ultra-
temperatura, para reforçar a estrutura da queratina do cabelo por meio de oxidação 
de grupos tiol livres e em ensaios enzimáticos para quantificar tióis e proteínas. Em 
um estudo, de 32 linhagens fúngicas analisadas, uma linhagem de A. tubingensis foi 
o produtor mais eficiente de oxidases sulfidrilas (NIVALA et al., 2013). 
A. tubingensis foi relatado como espécie em potencial para biotransformação 
de desoxivalenol em metabólitos menos tóxicos. Esse composto é conhecido 
também como vomitoxina e se constitui em um metabólito secundário de fungos 
encontrado em alimentos mofados e que apresenta efeitos tóxicos sobre o sistema 
imunológico e trato gastrointestinal (HE et al., 2008). 
Durante a síntese de diversos compostos bioativos como medicamentos anti-
obesidade, medicamentos anticancerígenos, medicamentos antidiabéticos, dentre 
outros, ocorre a formação de misturas racêmicas. Dado o seu elevado valor 
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comercial, a síntese destes compostos deveria ocorrer na sua forma enantiomérica 
pura. Esta conversão é conseguida através da hidrólise enzimática de epóxidos a 
dióis, intermediários de síntese destes compostos, um processo quimicamente 
menos tóxico quando comparado a processos químicos. Neste sentido, um recente 
estudo mostrou a rápida e eficiente enantioconversão de uma mistura racêmica de 
óxido de estireno por uma linhagem de A. tubingensis (DUARAH et al., 2013). 
A participação de A. tubingensis também foi relatada em alimentos 
fermentados secos denominados meju. Na fermentação da palha de arroz, 37,5% 
das espécies isoladas foram identificadas como A. tubingensis enquanto na 
fermentação de soja, sua ocorrência foi de apenas 4,8% (JUNG et al., 2012; KIM, D. 
et al., 2013). 
Evidentemente, a espécie A. tubingensis apresenta um grande potencial 
biotecnológico, entretanto, sua aplicação segura e eficaz dependerá de estudos para 
melhorar sua identificação precisa, para elucidar suas características fisiológicas, 
bioquímicas e genéticas, bem como para esclarecer melhor os seus riscos como 
patógeno ou micro-organismo toxigênico. 
 
2.1.2 Talaromyces trachyspermus 
 
O gênero Talaromyces possui importantes espécies sapróbias e produtoras 
de micotoxinas que, em sua maioria, são cosmopolitas no solo. O gênero é 
conhecido como um dos estados teleomorfos de Penicillium assim como o 
Eupenicillium, diferindo desse por apresentar um ascomata branco a amarelo com 
hifas frouxas que não formam um peridium pseudoparenquimatoso. Além disso, o 
asco é geralmente produzido a partir de hifas de cadeias curtas, ascógenas, que 
surgem em algumas espécies isoladas (YAGUCHI; SOMEYA; UDAGAWA, 1996). 
Yaguchi, Someya e Udagawa (1996) ao citar o tratado sobre o gênero 
Penicillium realizado por Pitt (1979) relataram que 16 espécies de Talaromyces com 
estados anamorfos de Penicillium foram divididas em três seções: Talaromyces, 
Purpureus e Thermophilus. Duas outras espécies foram agrupadas em um gênero 
separado, o Geomithia, baseado em suas diferenças na coloração da colônia, 
conidióforo com todos os elementos ásperos e conídios cilíndricos. Por sua vez, a 
seção Talaromyces foi dividida em três táxons distintos: Flavi, Lutei e Trachyspermi. 
O perfil de ubiquinonas e características como crescimento a 37ºC e produção de 
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ascomata branco permitem incluir a espécie T. trachyspermus no táxon 
Trachyspermi. 
Inicialmente descrita como Arachniotus trachyspermus (1902), posteriormente 
como Talaromyces spiculisporus (1955) e finalmente como T. trachyspermus (1971), 
a espécie é distinguível de acordo com a morfologia e caracteres moleculares. 
Estudos genéticos e moleculares têm identificado a espécie e descrito sua filogenia 
com base em sequências de DNA ribonucleico e gene de calmodulina (STOLK; 
SAMSON, 1972; YAGUCHI; SOMEYA; UDAGAWA, 1996; WANG; ZHUANG, 2007; 
LÓPEZ-VILLAVICENCIO et al., 2010) 
Yaguchi et al. (1994) afirmaram ainda em seus estudos que as espécies de 
Talaromyces assiutensis devem ser consideradas como uma variedade de T. 
trachyspermus. A conclusão dos autores foi baseada na análise morfológica, 
produção de metabólitos secundários e perfil de ubiquinonas presente em quatro 
linhagens: T. assiutensis CBS 147.78; Talaromyces gossypii IMI 198365 (colocado 
em sinonímia com T. trachyspermus); T. trachyspermus PF 1124 e T. trachyspermus 
PF 1123. 
Os autores supracitados, ao observarem as características culturais da 
espécie T. trachyspermus PF 1124 relataram a formação de ascomata de 
crescimento lento, mas abundante, formado por uma rede frouxa de hifas 
entrelaçadas e cercado por hifas irradiantes, de forma globosa a subglobosa, 
coloração creme a amarelada, com maturação entre 14 a 21 dias. A conidiogênese 
foi discreta e esparsa, de coloração verde grisalho ou cinza, com odor forte de mofo. 
O verso da colônia sem apresentou branco amarelado a castanho (YAGUCHI et al., 
1994). 
A espécie T. trachyspermus é importante sob vários aspectos. Frisvad et al. 
(1990) analisaram o perfil de metabólitos secundários do gênero Talaromyces e 
suas implicações taxonômicas. Ao citar Fujimoto et al. (1998) os autores afirmam 
que a espécie T. trachyspermus é capaz de produzir ácido espiculispórico, uma 
micotoxina. Considerando outros aspectos de importância clínica, T. trachyspermus 
foi identificado nos estudos de Rajak et al. (1991) entre cinco fungos queratinofílicos, 
ou seja, capazes de degradar a queratina, uma característica de importância na 
micologia médica. 
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Estudos também têm mostrado o potencial biotecnológico de T. 
trachyspermus. Foi isolada uma linhagem produtora de α-galactosidase extracelular 
que pode ser utilizada na regiosseletividade de reações de transglicosilação, úteis 
na síntese de oligonucleotídeos (WEIGNEROVÁ et al., 2001). 
O potente inibidor de heparanase, ácido trachyspic, foi primeiramente isolado 
de uma cultura de T. trachyspermus. A heparanase degrada o sulfato de heparano, 
um dos principais componentes de membranas basais, e sua atividade está 
relacionada com o potencial metastático de células malignas. Atualmente, a síntese 
orgânica do ácido trachyspic tem ganhado espaço e estudos com abordagem 
enantiosseletiva têm sido desenvolvidos com o objetivo de aumentar o rendimento 
do processo (SHIOZAWA et al., 1995; MOROKUMA et al., 2008; CALO et al., 2009). 
A pesquisa de microflora em diversas áreas do mundo visa aumentar o 
conhecimento micológico, estimular a investigação de novas espécies e estudar o 
potencial biotecnológico de uma determinada região. Um estudo publicado em 1995 
explorou amostras de 56 locais diferentes ao longo do vale do Mar Morto, das quais 
foram isolados 246 representantes de 90 espécies. Uma espécie identificada como 
T. trachyspermus foi isolada em amostra de solo com pH 7,7, 85 μM/g de K+, 65 
μM/g de Cl-, 10 μM/g de Ca2+, 2 μM/g de Mg2+ e sem a presença de Na+ (STEIMAN 
et al., 1995). 
O referido micro-organismo também já foi isolado do solo de regiões com 
climas tão diferentes quanto as zonas áridas do Oriente Médio, a região da bacia de 
drenagem Queb Sebou, no Noroeste do Marrocos e países de clima mais ameno 
como a Argentina (GODEAS, 1975; SAGE et al., 1997; MOUCHACCA, 2005). 
Em um trabalho publicado em 2006, Elíades, Cabello e Voget isolaram 
espécies do filo Ascomycota do solo argentino com diferentes perfis de tolerância a 
alcalinidade. Foram relatadas oito espécies deste filo capazes de crescer em pH 
entre 6 a 11 sendo que as quatro espécies do gênero Talaromyces isoladas foram 
mais sensíveis ao pH elevado. A espécie T. trachyspermus foi isolada da superfície 
de uma das amostras de solo em pH 7.  
Investigar a ecologia de fungos resistentes ao calor é importante tarefa em 
processos de tratamento de conservas de frutas e sucos. O gênero Talaromyces 
contém espécies com ascósporos resistentes ao calor. Contudo, amostras do solo 
da República Eslovaca foram expostas a 70ºC durante 60 minutos e o isolamento de 
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espécies de T. trachyspermus foi esporádico (FRISVAD et al., 1990; JESENSKÁ; 
PIECKOVÁ; BERNÁT, 1992). 
Embora ainda não haja relato de casos clínicos de infecções por T. 
trachyspermus, Lobuglio e Taylor alertam desde 1995 que o fungo Penicillium 
marneffei, patógeno humano geralmente infectante de pessoas 
imunocomprometidas, é filogeneticamente relacionado com as espécies de 
Talaromyces. A capacidade de crescerem relativamente rápido a 37ºC, o que é 
necessário à infecção humana, pode indicar que espécies de Penicillium e de 
Talaromyces do subgênero Biverticillium representam um grupo oportunista de 
patógenos humanos, sendo necessários mais cuidados e estudos (LOBUGLIO; 
TAYLOR, 1995). 
Por outro lado, o fato de ser ubíqua em diversos tipos de solo e os relatos de 
produção de atividade lítica são um indicativo de seu papel decompositor, o que, 
associado à produção de metabólitos bioativos, dá uma ideia do potencial 
biotecnológico ainda pouco explorado desta espécie.  
 
2.2 BIOLOGIA CELULAR E CRESCIMENTO DOS FUNGOS 
 
A célula fúngica, como todas as células eucarióticas, é caracterizada pela 
presença de compartimentos funcionalmente específicos, as organelas. Organelas 
são geralmente definidas por suas funções celulares e possuem características 
estruturais distintivas e propriedades dinâmicas ligadas a essas funções (YAN et al., 
2009; SARAYA et al., 2010; VOELTZ; BARR, 2013). 
O núcleo, por exemplo, contém o genoma e é o principal sítio de síntese de 
DNA e de RNA. O retículo endoplasmático trata-se de uma rede de membranas 
altamente dinâmica, responsável pela síntese de lipídeos e proteínas, cuja maior 
parte entra na via secretória. Por outro lado, os lisossomos são definidos pelo seu 
papel na degradação de ambos, proteínas e lipídeos, provenientes da endocitose. A 
caminho dos lisossomos, porém, o material endocitado deve primariamente passar 
por uma série de organelas denominadas endossomos (ALBERTS, 2010; VOELTZ; 
BARR, 2013). 
O aparelho de Golgi é formado por compartimentos discoides, as cisternas de 
Golgi, que são organizadas em pilhas e têm como função receber os lipídeos e 
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proteínas do retículo endoplasmático para enviá-los aos mais variados destinos, com 
frequência modificando-os durante a via. A maior parte do adenosina trifosfato (ATP, 
adenosine triphosphate) utilizado pelas células para dirigir as reações que 
necessitam de energia é proveniente da organela denominada mitocôndria. 
Finalmente, os peroxissomos constituem-se de pequenos compartimentos 
vesiculares que contêm variadas enzimas úteis nas reações oxidativas (ALBERTS et 
al., 2010). 
Estas organelas estão imersas em um ambiente aquoso denominado citossol 
que juntos, citossol e organelas, são chamados de citoplasma. O citossol ocupa um 
pouco mais da metade do volume total da célula e é o sítio de síntese e degradação 
de proteínas. Além disso, desempenha a maior parte do metabolismo intermediário 
da célula, reações pelas quais pequenas moléculas são degradadas e outras são 
sintetizadas para formar as macromoléculas (ALBERTS et al., 2010). 
As células fúngicas ainda contêm parede celular rígida que recobre sua 
superfície e protege o citoplasma contra efeitos adversos do meio ambiente. A 
parede celular medeia a adesão célula-célula e célula-substrato e serve como um 
centro de sinalização para ativar as vias de transdução de sinal intracelulares. Além 
disso, abriga muitas moléculas tóxicas, necessárias para um fungo invadir seu nicho 
ecológico e, dado que alguns de seus componentes são exclusivos dos fungos, tem 
se tornado alvo potencial para antifúngicos seletivos. Ao mesmo tempo em que 
apresenta uma rigidez característica, a parede celular retém uma plasticidade 
adequada para permitir o crescimento, a divisão celular e a formação de uma 
variedade de tipos celulares durante o ciclo de vida do fungo (FARKAS, 2003; 
DURÁN; NOMBELA, 2004; BOWMAN; FREE, 2006; LATGÉ, 2007; CASADEVALL et 
al., 2009). 
A parede celular fúngica é composta por complexos constituídos por 
polissacarídeos e glicoproteínas em proporções variadas que são extensivamente 
reticulados para formar uma rede semipermeável complexa. Os polissacarídeos são 
predominantes e são responsáveis por mais de 90% da parede celular. A 
composição da parede celular está sujeita a variações, até em um mesmo fungo, de 
acordo com as condições e fase de crescimento (FARKAS, 2003; DURÁN; 
NOMBELA, 2004; BOWMAN; FREE, 2006; LATGÉ, 2007). 
Atualmente, os componentes da parede celular de fungos estão subdivididos 
em componentes estruturais e componentes intraestruturais. Como componentes 
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estruturais tem-se as β-glucanas, polímeros lineares de glicose unidos por ligações 
β1→3 e algumas ramificações provenientes de ligações alternativas do tipo β1→6, e 
quitina, polímero formado por unidades de β-1→4-N-acetilglucosamina. Já os 
componentes intraestruturais, que formam a matriz, incluem manoproteínas, galacto-
manoproteínas, xilo-manoproteínas, glucurono-manoproteínas e α1→3 glucanas 
(BOWMAN; FREE, 2006; LATGÉ, 2007; FEOFILOVA, 2010; WALKER et al., 2013). 
O citoplasma eucariótico é um ambiente denso e viscoso semelhante a um 
gel que limita a difusão de macromoléculas e organelas membranosas em seu 
interior. Estas organelas dependem de mecanismos de transporte ativo para se 
mover a longas distâncias e chegar a locais específicos nos quais são importantes 
em um dado momento, a exemplo do que ocorre em estruturas altamente 
polarizadas como as hifas (LICHIUS; BEREPIKI; READ, 2011). 
Todas as organelas do citoplasma são dinâmicas e são transportadas pelo 
citoesqueleto em pelo menos algum momento. O citoesqueleto é constituído de três 
polímeros principais, filamentos de actina, microtúbulos e septinas, que associados a 
outras proteínas representam um sistema polarizado que transporta milhares de 
vesículas à superfície celular a cada minuto, auxiliando na exocitose, bem como no 
transporte de vesículas para o interior da célula, ou endocitose (MONEY, 2008; 
LICHIUS; BAREPIKI; READ, 2011; VOELTZ; BARR, 2013). 
Também denominados de actina filamentosa ou F-actina (filamentous actin), 
os filamentos de actina são formados a partir de monômeros de actina globular, G-
actina (globular actin) entrelaçados. Estes filamentos sofrem um processo de 
polimerização em uma extremidade e, ao mesmo tempo e com taxas diferentes, 
sofrem despolimerização na extremidade oposta. Acredita-se que esse equilíbrio 
dinâmico determina a quantidade disponível de F-actina em qualquer região 
específica da célula e permite que o organismo adapte rapidamente o seu 
citoesqueleto e, portanto, a forma e função da célula de acordo com as mudanças 
impostas pelo ambiente (LICHIUS; BEREPIKI; READ, 2011). 
Protofilamentos heterodiméricos de α e β-tubulinas se associam de modo 
alternado para formar tubos ocos, denominados microtúbulos. A orientação dessas 
proteínas determina a polaridade intrínseca do microtúbulo, com extremidades 
positiva ou negativa. Os microtúbulos desempenham diversos papéis no 
crescimento polarizado tais como o transporte de marcadores celulares para o final 
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das pontas das hifas, transporte intracelular de RNA, proteínas e organelas, 
incluindo a distribuição de núcleos e o transporte retrógrado de endossomos da 
ponta das hifas para o interior (LICHIUS; BEREPIKI; READ, 2011; SUDBERY, 
2011). 
As septinas são os polímeros menos compreendidos do citoesqueleto fúngico 
e compreendem membros da família das GTPases que se organizam em estruturas 
mais complexas como tubos, filamentos emparelhados e folhas. A função intrínseca 
de ligação e hidrólise de uma molécula de guanosina trifosfato (GTP, guanosine 
triphosphate) é necessária para a montagem do polímero in vivo, sendo, contudo, 
pouco compreendida. As septinas, quando localizadas na base de saliências 
celulares, atuam como barreiras de difusão de materiais e também moldam 
ativamente o crescimento emergente e consequentemente, a forma da célula. O 
mesmo efeito pode não ser imediato quando as septinas estão localizadas em 
partições compartimentares da célula. Já aquelas localizadas na periferia da célula 
estão envolvidas no transporte de membrana e assim, participam indiretamente na 
forma celular (LICHIUS; BEREPIKI; READ, 2011). 
Associadas ao citoesqueleto de fungos são observadas três classes de 
proteínas que atuam como carregadores: as miosinas, que transportam cargas ao 
longo dos cabos de actina; as dineínas que são responsáveis pelo transporte 
retrógrado de endossomos da ponta das hifas para o interior (extremidade negativa) 
e as cinesinas, que medeiam o transporte contrário, do interior em direção à periferia 
celular (extremidade positiva) (ALBERTS et al., 2010, LICHIUS; BEREPIKI; READ, 
2011; SUDBERY, 2011). 
 
2.2.1 Germinação e crescimento apical nos fungos filamentosos 
 
A habilidade dos fungos filamentosos em habitar diversos ambientes tem sido 
atribuída à evolução e predominância do crescimento polarizado extremo das hifas, 
denominado crescimento apical, capaz de se estender a taxas impressionantes, 
além de poder formar estruturas complexas de emaranhado de hifas, o micélio 
(GORIELY; TABOR, 2008; HARRIS, 2008; RITTENOUR; SI; HARRIS, 2009; READ, 
2011). 
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Embora as hifas possam surgir a partir de outras estruturas reprodutivas, a 
exemplo dos esclerócitos, ou mesmo a partir de fragmentos de hifas, tipicamente 
elas surgem da germinação de esporos (HARRIS, 2011). 
A germinação dos esporos assexuados foi extensivamente caracterizada. No 
organismo modelo Aspergillus nidulans, o passo inicial para a germinação dos 
esporos é a quebra da dormência, acompanhado por reidratação, iniciação da 
tradução, retomada da atividade metabólica e expansão isotrópica da superfície da 
célula. A quebra de dormência depende da detecção de uma fonte de carbono que, 
em A. nidulans, parece ser detectada por um receptor acoplado à proteína G 
(GPCR, G protein coupled receptors). Um efetor posterior à subunidade Gα parece 
ser uma adenililciclase, necessária para a produção de AMP cíclico (AMPc, 
adenosina monofosfato cíclico). Estudos adicionais também indicam uma via de 
sinalização de proteínas semelhantes às extraídas do vírus do sarcoma de ratos 
(Ras, rat sarcoma virus) na detecção de glicose (RITTENOUR; SI; HARRIS, 2009). 
O estabelecimento de um eixo de polaridade é um marco na quebra de 
isometria e é especificado de tal modo que a máquina morfogenética é reorganizada 
de forma assimétrica na germinação local incipiente. Esse crescimento polarizado 
compreende cinco etapas principais. Inicialmente ocorre a percepção de sinais 
internos e externos sobre a posição em que é necessário um novo eixo de 
crescimento da célula. Em seguida, a definição do futuro local de secreção da 
membrana plasmática ocorre com a acumulação localizada de proteínas 
marcadoras. Neste local então, observa-se a ativação de moléculas efetoras que 
iniciam a montagem de um complexo de proteínas denominado polarissomo. Ocorre 
a partir desse ponto a nucleação dos filamentos de actina para formar cabos que se 
estendem desde a membrana plasmática até o córtex da célula, os quais 
proporcionam bandas para a entrega de vesículas secretoras e a captura de 
microtúbulos no final do filamento. Finalmente, ocorre o acúmulo de vesículas de 
exocitose na membrana celular (SUDBERY, 2008; LICHIUS; BEREPIKI; READ, 
2011; HARRIS, 2011). 
A última etapa da polarização exige um fluxo constante de vesículas 
secretoras que, ao sair da membrana do aparelho de Golgi, viajam ao longo dos 
cabos de actina até ser entregues à membrana celular. Essas vesículas 
suplementam a membrana com materiais e enzimas necessários para a 
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remodelação da parede celular existente, além de permitir a expansão da membrana 
plasmática através da sua fusão (GORIELY; TABOR, 2008; SUDBERY, 2008, 2011; 
RITTENOUR; SI; HARRIS, 2009; BEREPIKI; LICHIUS; READ, 2011; READ, 2011; 
LENGELER et al., 2013) 
A extensão polarizada das hifas está relacionada à presença de estruturas 
específicas em seu ápice, das quais a mais notável é o Spitzenkörper, descrito pela 
primeira vez por Gilbardt em 1957. Esta estrutura atua como um centro de 
abastecimento de vesículas exocíticas que são transportadas à ponta. Neste 
modelo, o posicionamento dos filamentos do citoesqueleto é determinado por um 
complexo de proteínas apicais denominado polarissomo. Acredita-se que os 
microtúbulos são importantes para entrega de vesículas do Spitzenkörper à longa 
distância, enquanto os microfilamentos de actina organizam as vesículas dentro do 
Spitzenkörper, controlam seu transporte à membrana plasmática apical das hifas e 
posicionam o aparato de crescimento da ponta (MONEY, 2008; RIQUELME; 
BARTNICKI-GARCÍA, 2008; BRAMBL, 2009; HARRIS, 2011; LICHIUS; BEREPIKI; 
READ, 2011; SUDBERY, 2011) 
A taxa de extensão apical em hifas maduras pode ser até 20 vezes maior do 
que durante a emergência do tubo germinativo inicial, característico de fungos 
filamentosos que, em geral, apresentam uma rápida aceleração entre a fase de 
extensão apical e a formação de hifas vegetativas maduras (BEREPIKI; LICHIUS; 
READ, 2011). 
O crescimento polarizado constitui diferença fundamental entre as leveduras e 
os fungos com hifas. As células leveduriformes alternam entre períodos de expansão 
isotrópica e crescimento polarizado, que é geralmente seguido pela formação de 
septo e citocinese, ao contrário do crescimento polarizado sustentado das hifas 
(HARRIS, 2011). 
O crescimento apical está condicionado a um fenômeno conhecido como 
dominância apical, no qual a ponta crescente é dominante e suprime a formação de 
ramos laterais em sua vizinhança. Acredita-se que este fenômeno reflita a 
necessidade de se direcionar as vesículas exocíticas carregadas com componentes 
necessários à expansão celular exclusivamente para a ponta das hifas, à custa de 
potenciais pontos de ramificação. Contudo, o crescimento apical da hifa pode 
resultar na formação do micélio. Para isso, a hifa deve se ramificar e esse processo 
segue dois padrões principais: a ramificação apical e a ramificação lateral. A 
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ramificação apical decorre quando o fornecimento de vesículas excede a sua 
capacidade de serem incorporadas à ponta da hifa, o que leva à formação de uma 
nova ponta. Já o padrão de ramificação lateral, predominante entre os fungos, 
ocorre quando novos ramos surgem a partir de sítios distais da ponta da hifa e 
parece estar relacionado com a formação de um novo centro Spitzenkörper próximo 
ao ramo local incipiente (HARRIS, 2008). 
A ramificação lateral também possui dois padrões gerais, aqueles associados 
com os septos e a ramificação aleatória. No primeiro caso, o septo atua como uma 
barreira que impede o fluxo de vesículas exocíticas do centro para a ponta da hifa o 
que leva à sua acumulação local e consequentemente à formação de um novo ramo. 
No padrão aleatório não é observada uma associação entre septação e ramificação 
e evidências têm apontado para o acúmulo de cálcio ou picos de espécies reativas 
de oxigênio nesses locais, assim como a presença de divisão nuclear próxima 
(HARRIS, 2008). 
A importância da ramificação das hifas não pode ser subestimada. Este 
fenômeno aumenta a superfície da colônia e assim, aumenta a assimilação de 
nutrientes, além de mediar eventos de fusão de hifas que parecem ser importantes 
para a troca de nutrientes e de sinais entre diferentes hifas da mesma colônia. Além 
disso, a ramificação desempenha um papel essencial nas interações, benéficas ou 
prejudiciais, entre fungos, plantas e animais. O controle da ramificação é ainda um 
determinante crítico da morfologia da colônia, que em última análise, afeta o 
rendimento de importantes processos fermentativos industriais (HARRIS, 2008; 
RITTENOUR; SI; HARRIS, 2009; READ, 2011). 
Os sinais que controlam a germinação e o crescimento apical incluem a 
percepção das condições ambientais, inclusive a presença de fontes de carbono e 
outros nutrientes. Muitas das respostas do crescimento foram elucidadas em fungos 
modelos ou de importância biotecnológica. Entretanto, considerada a diversidade 
dos fungos, é plausível a existência de diversos mecanismos de percepção e 
controle, bem como o envolvimento de vias diversas de sinalização celular e 
variedade nas respostas. Assim, os estudos do crescimento apical em fungos menos 
conhecidos podem auxiliar na compreensão deste grupo de organismos e suas 
relações, com importantes implicações para a biotecnologia e terapêutica. 
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2.2.2 Sinalização celular e controle das respostas biológicas nos fungos 
 
Os parâmetros ambientais de interesse são constantemente monitorados 
pelas células vivas. Estas células criam representações de cada estímulo e usam a 
informação codificada para responder adequadamente às mudanças de condições, 
um processo essencial para todos os organismos vivos. De caráter universal, esse 
processo, denominado transdução de sinal, ocorre tanto em células procarióticas 
quanto eucarióticas, em organismos unicelulares ou multicelulares (BAHN et al., 
2007; BOURRET, 2008). 
A transdução de sinal ocorre em vias sequenciais que envolvem a recepção, 
transdução e respostas, sendo que a insuficiência em algum desses três passos 
resulta em um estado celular anormal. As espécies fúngicas compreendem 
excelente modelo para o estudo das respostas ambientais, pois as suas vias de 
sinalização são evolutivamente conservadas em relação a outros organismos 
eucarióticos multicelulares. O estudo dessas vias tem facilitado o desenvolvimento 
de terapias para doenças causadas por fungos de importância médica e econômica, 
bem como tem encontrado aplicabilidade na área biotecnológica (BAHN et al., 
2007). 
A resposta celular depende da ligação de uma molécula sinalizadora a um 
receptor proteico específico localizado na superfície celular, no citossol ou núcleo da 
célula. O acoplamento dos ligantes aos receptores desencadeia a variação da 
concentração de segundos mensageiros, moléculas sinalizadoras intracelulares de 
vida curta (BAHN et al., 2007; LI et al., 2007). 
Os fungos estão sujeitos a diferentes estresses celulares aos quais devem se 
adaptar para sobreviver. Exemplos de estresse incluem o choque osmótico, 
temperatura, variações de pH, radiação ultravioleta, danos oxidativos ou nitrosativos 
e exposição a fármacos antifúngicos. Como mecanismo de adaptação, os fungos 
possuem uma via de sinalização mediada por uma cascata de proteínas quinases 
ativadas por fosforilação e que respondem a mitógenos (MAPK, mitogen-activated 
protein kinases). Esta via é formada por três MAPKs: MAPK, MAPK quinase e MAPK 
quinase quinase, que são ativadas sequencialmente. A primeira enzima da cascata 
é ativada por uma proteína G monomérica do tipo Ras, e as demais são ativadas por 
fosforilação. Os sinais ativam receptores responsáveis pela ativação das cascatas, 
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cujos efetores finais são, principalmente, fatores de transcrição (LENGELER et al., 
2000; BAHN et al., 2007; ALONSO-MONGE et al., 2009). 
Dentre os fatores importantes para a sobrevivência dos fungos, tem-se a 
presença de GPCRs, uma família diversa de receptores transmembrânicos 
aparentemente universais entre os eucariotos, com importante função de sensores e 
responsáveis por regular canais iônicos, adenililciclases, fosfodiestreases e 
fosfolipases. Os GPCRs contêm sete hélices transmembrana associadas a proteínas 
G no lado citoplasmático. As proteínas G heterotriméricas são compostas pelas 
subunidades α, β e γ que estão associadas à membrana plasmática. A subunidade 
Gα se liga a GTP e a guanosina difosfato (GDP, guanosine diphosphate) e possui 
atividade de hidrólise de GTP. As subunidades Gβ e Gγ formam um dímero que se 
associa à subunidade Gα somente quando o GTP é hidrolisado (LENGELER et al., 
2000; BAHN et al., 2007; LI et al., 2007). 
A ativação de uma proteína G pelo receptor acoplado resulta em uma 
subunidade Gα que pode ativar uma enzima denominada adenililciclase, que 
catalisa a formação do segundo mensageiro AMPc a partir de ATP. O AMPc pode se 
ligar a uma subunidade reguladora da proteína quinase A (PKA, protein kinase A) 
resultando na ativação desta enzima e na fosforilação de diversos alvos moleculares 
implicados em variados processos, incluindo transcrição, metabolismo, progressão 
do ciclo celular e apoptose (BAHN et al., 2007; LI et al., 2007). 
Além disso, outras proteínas G podem ativar isoformas de fosfolipase C (PLC, 
phospholipase C). Esta enzima é responsável por catalisar a hidrólise de 
fosfatidilinositol (4,5)-bifosfato (PIP2, phosphatidylinositol biphosphate) com a 
consequente formação de dois produtos: diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3, 
inositol triphosphate). O DAG é um dos ativadores da proteína quinase C 
dependente de cálcio (PKC, protein kinase C) que fosforila diversos efetores 
envolvidos em funções celulares tais como polaridade e proliferação. Por sua vez, o 
IP3, uma molécula solúvel em meio aquoso, difunde-se pelo citoplasma e induz a 
liberação de íons cálcio, Ca2+, estocados no retículo endoplasmático. Os íons Ca2+ 
são segundos mensageiros ubíquos e podem se ligar e regular canais iônicos ou 
ainda ligar-se à calmodulina e ativar outras proteínas quinases, incluindo a PKC, 
envolvidas com a proliferação celular, organização do citoesqueleto e tráfego 
intracelular de vesículas (VINES, 2012). 
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Diversos relatos têm sido feitos quanto às respostas celulares que são 
ativadas por vias de sinalização em fungos.  Banh et al. (2007) revisaram os 
diversos tipos de sinais que envolvem GPCR e relataram a sinalização via 
ferormônios, aminoácidos, íons amônio e fosfato. Também foi relatada pelos autores 
a sinalização via glicose de variadas espécies como as leveduras Saccharomyces 
cerevisiae, Candida albicans e Schizosaccharomyces pombe e os fungos 
filamentosos A. nidulans e Neurospora crassa (BAHN et al., 2007). 
Xue, Hsueh e Heitman (2008) também revisaram a classificação, a percepção 
de sinais extracelulares e a regulação da sinalização através dos GPCR em fungos. 
Murakoshi et al. (2012) e Bahn et al. (2007) relataram a indução de amilases e 
celulases, respectivamente, em função da fonte de carbono. Ronen et al. (2007) 
estudaram a função da PKC no crescimento, morfogênese e manutenção da 
integridade da parede celular em A. nidulans. A influência da fonte de carbono e o 
papel da PLC e PKC na germinação e divisão nuclear de A. nidulans foram 
estudados por Chellegatti, Yuvamoto e Said (2010). 
Ao se notar o número de estudos e trabalhos publicados, é possível perceber 
a quantidade de autores que se dedicaram a investigar a sinalização celular em 
fungos. O interesse na área é bastante compreensível, uma vez que elucidar as 
respostas da germinação e do crescimento, as vias de transdução de sinal que 
respondem à fonte de carbono e controlam o metabolismo energético e a produção 
de enzimas líticas é um passo fundamental para se atingir um maior conhecimento, 
um controle mais eficaz e uma aplicação mais eficiente dos fungos. Entretanto, 
apesar da variedade de trabalhos desenvolvidos, o tema está longe de se esgotar e 
apresenta muitas questões não respondidas, especialmente para as espécies 
menos estudadas.  
 
2.3 OS FUNGOS COMO PRODUTORES DE CARBOIDRASES 
 
2.3.1 Amilases 
 
O uso potencial do amido como recurso biológico renovável tem estimulado 
as pesquisas sobre enzimas amilolíticas. O amido, principal carboidrato de 
armazenamento das plantas verdes, é produzido como resultado da fotossíntese e é 
uma importante fonte de carbono e energia para animais, plantas e micro-
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organismos. Pode ser utilizado como matéria-prima em muitos processos industriais 
como panificação, fabricação de cerveja, processamento para produção de xaropes 
de glicose, uso em indústrias farmacêuticas, têxteis e de papel (KUNAMNENI; 
PERMAUL; SINGH, 2005; KAMMOUN; NAILI; BEJAR, 2008; XU et al., 2008; 
PORFIRI et al., 2011; CHEN et al., 2012; WANG et al., 2012). 
Estruturalmente, o amido é composto por dois polímeros: a amilose, polímero 
linear de resíduos de glicose unidos por ligações α-1→4-glicosídicas, e amilopectina, 
polímero de glicose com ligações α-1→4-glicosídicas altamente ramificado com 
ligações do tipo α-1→6. A amilopectina é, em geral, a maior fração do amido, com 
uma proporção que varia de 75% a 85% (BIJTTEBIER; BOESAERT; DELCOUR, 
2010; CHEN et al., 2012). 
O uso industrial do amido na maioria dos casos exige sua conversão a 
oligossacarídeos de menor peso molecular e a maltose e glicose. Esta conversão é 
alcançada por hidrólise enzimática, que tem substituído quase completamente a 
hidrólise química. Embora existam muitas fontes de amilases, como por exemplo, as 
plantas, os animais e os micro-organismos, as amilases são obtidas a partir destas 
últimas, que em geral satisfazem melhor as exigências industriais (KUNAMNENI; 
PERMAUL; SINGH, 2005; KATO et al., 2007; XU et al., 2008; KIM et al., 2010; LI et 
al., 2011). 
Os fungos filamentosos são amplamente utilizados para a produção industrial 
de enzimas, dentre as quais as amilases. Como micro-organismos heterotróficos que 
devem nutrir-se por absorção, os fungos secretam enzimas para o meio extracelular, 
no qual deve ocorrer a lise de carboidratos complexos em açúcares mais simples e 
assimiláveis. Desta forma, desempenham um importante papel decompositor na 
natureza e desenvolveram estratégias de sobrevivência que resultaram na 
acumulação e diversificação de genes de enzimas hidrolíticas, incluindo aqueles que 
codificam enzimas ativas sobre carboidratos. Fungos decompositores de biomassas 
vegetais possuem um grande conjunto de genes de carboidrases industrialmente 
importantes (BRINK, VAN DEN; VRIES, DE 2011). 
As amilases fúngicas são secretadas para catalisar a hidrólise do amido em 
produtos de baixo peso molecular, que podem então ser absorvidos como fontes de 
energia e de carbono. Os níveis de enzimas são geralmente aumentados durante o 
crescimento e estas são induzidas pela presença da fonte de carbono sobre a qual 
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atuam, como amido ou produtos de sua hidrólise (SHAFIQUE; BAJWA; SHAFIQUE, 
2010; CHEN et al., 2012; DEY; BANERJEE, 2012; MURAKOSHI et al., 2012). 
O amido é hidrolisado por quatro grupos distintos de amilases. As α-amilases 
segundo a classificação da comissão de enzimas (EC 3.2.1.1, enzyme commission) 
são endo-1,4-glucanases que clivam aleatoriamente as ligações α-1→4-glicosídicas 
entre unidades de glicoses adjacentes na cadeia linear de glicogênio, amido e 
polissacarídeos relacionados. Os produtos são liberados com configuração α no 
carbono anomérico do grupo açúcar livre. Elas representam cerca de 25 a 33% do 
mercado mundial de enzimas, em segundo lugar depois das proteases 
(ABDELMALEK-KHEDHER, BEN et al., 2008; LI et al., 2011; GABRIŠKO, 2013; 
LOMBARD et al., 2013). 
As β-amilases (EC 3.2.1.2), glicoamilases (EC 3.2.1.3) e α-glicosidases (EC 
3.2.1.20) são exoenzimas que atuam preferencialmente nas extremidades não 
redutoras. As β-amilases produzem β-maltose por inversão da configuração do 
carbono anomérico do açúcar livre liberado. As glicoamilases por sua vez, produzem 
D-glicose com configuração β do carbono anomérico. Os produtos da hidrólise por α-
glicosidases são resíduos de glicose com carbono anomérico em configuração α 
(SILVA et al., 2005; LOMBARD et al., 2013). 
Para a completa hidrólise do amido, ainda são necessárias as enzimas 
desramificadoras como: i) pululanases (EC 3.2.1.41) que atuam especificamente em 
ligações α-1→6 glicosídicas na pululana, no amido, na amilopectina e em 
oligossacarídeos relacionados; ii) isoamilases (EC 3.2.1.68) que hidrolisam as 
ligações α-1→6 glicosídicas da amilopectina. As glicoamilases fúngicas também 
possuem uma baixa atividade de hidrólise de ramificações α-1→6.  Outras enzimas 
de conversão de amido incluem as transferases, como por exemplo, as 
amilomaltases (EC 2.4.1.25) e glicosiltransferases (EC 2.4.1.19) que clivam as 
ligações α-1→4 glicosídicas de uma molécula doadora e a transferem para uma 
molécula glicosídica receptora, tendo como resultado uma nova ligação glicosídica 
(SILVA et al., 2005; LOMBARD et al., 2013). 
De forma geral, os fungos produzem três tipos de atividades amilolíticas: α-
amilases, glicoamilases e α-glicosidases. De acordo com a classificação das 
hidrolases glicosídicas no banco de dados das enzimas ativas sobre carboidratos ou 
CAZy (carbohydrate active enzymes database, http://www.cazy.org) a grande 
maioria das enzimas amilolíticas está distribuída entre as famílias de hidrolases 
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glicosídicas (GH, glycoside hydrolases) GH13, GH15 e GH31. As α-amilases 
fúngicas extracelulares estão classificadas na família GH13, ao passo que as 
glicoamilases fúngicas são encontradas na família GH15. As enzimas amilolíticas 
microbianas, em especial as amilases fúngicas das famílias GH13 e GH15 possuem 
domínios de ligação ao amido que facilitam a adsorção e a degradação do substrato. 
Tais enzimas são as principais utilizadas na hidrólise industrial do amido e ainda são 
pouco comuns os estudos acerca da sua abundância, distribuição entre os diversos 
gêneros e espécies e suas relações filogenéticas (CHEN et al., 2012). 
A incorporação de amilases em detergentes líquidos, sabões em pó e 
medicamentos digestivos fornece outros exemplos de aplicações industriais, que 
juntamente com suas aplicações na hidrólise de amido, fazem com que estas 
estejam entre as enzimas mais importantes na biotecnologia. Com o rápido aumento 
da produção de etanol a partir de fontes renováveis, a demanda de hidrólise de 
amido por enzimas tem projeções de aumento acentuadas, sendo o mercado de 
amilases estimado em USD$ 1 bilhão por ano em vendas nos próximos 10 anos. 
Neste sentido, qualquer melhoria no desempenho dos processos que resulte em um 
aumento no rendimento da produção ou na sua atividade terá um impacto direto no 
mercado de enzimas (XU et al., 2008; SHAFIQUE; BAJWA; SHAFIQUE, 2010; 
HERNÁNDEZ-MONTAÑEZ et al., 2012). 
O uso de uma linhagem adequada é essencial para o rendimento e eficiência 
na produção de enzimas e um dos requisitos para a adequação do processo 
produtivo é um bom conhecimento fisiológico acerca do micro-organismo produtor. 
Assim, a prospecção e estudo de novos produtores de amilases contribui com a 
busca de fontes de energia sustentáveis e renováveis. Considerando a demanda 
crescente por amilases, o estudo de fungos produtores de tais enzimas é estratégico 
no cenário atual, especialmente em países com elevada biodiversidade, como o 
Brasil. 
 
2.3.2 Celulases 
 
A celulose é o biopolímero mais abundante na Terra e o principal componente 
da parede celular das plantas, mas é também produzido por alguns animais e micro-
organismos tais como bactérias e algas (JALAK et al., 2012; LIMA et al., 2013). 
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A composição química da celulose é muito simples: consiste apenas de 
resíduos de glicose unidos por ligações β-1→4-glicosídicas que variam em número 
de alguns milhares a dezenas de milhares de unidades. Entretanto, estas cadeias 
lineares podem interagir com outras cadeias através de interações de hidrogênio e 
de van der Waals para formar estruturas cristalinas altamente ordenadas 
denominadas microfribilas e estruturas de ordem superior, as fibras. Em plantas, a 
celulose ainda está associada a outros polímeros como hemicelulose, pectina e 
lignina, de forma que a parede celular vegetal é uma estrutura bastante complexa 
(KURASIN; VÄLJAMÄE, 2011; JALAK et al., 2012; POIDEVIN et al., 2013). 
Anualmente, grandes quantidades de resíduos lignocelulósicos são gerados 
por meio de processos industriais e a sua disposição está se tornando um problema 
em relação a espaço e poluição ambiental, pois a maioria dos resíduos são 
eliminados ou aproveitados através da queima. A despolimerização da celulose em 
açúcares solúveis tem atraído grande atenção por proporcionar uma fonte de 
carbono renovável, glicose, a qual pode ser a chave para a obtenção de energia 
renovável, síntese biotecnológica de produtos químicos e solução de problemas 
relacionados a recursos alimentícios (PARK et al., 2012; ZHONG et al., 2012; 
ALENCAR GUIMARAES, DE et al., 2013; LIU et al., 2013; NONAKA; KOBAYASHI; 
FUNAOKA, 2013). 
A hidrólise da celulose através do uso de enzimas tem se destacado por exigir 
condições moderadas de temperatura e pressão, baixo consumo de energia, 
apresentar elevada especificidade e eliminar a geração de substâncias tóxicas, 
vulgarmente encontradas na hidrólise química. A hidrólise enzimática requer a ação 
sinérgica de três tipos de celulases: endoglucanases (EC 3.2.1.4), exoglucanases 
(EC 3.2.1.91) e β-glicosidases (EC 3.2.1.21), cada uma com um papel complementar 
e importante na despolimerização da biomassa (GARVEY et al., 2013; GOLDBECK 
et al., 2013; LIMA et al., 2013; MAEDA et al., 2013). 
As endoglucanases clivam aleatoriamente as ligações β-1→4-glicosídicas 
internas. As exoglucanases, também denominadas de celobiohidrolases, atuam nas 
extremidades redutoras e não redutoras da celulose. Ambas as enzimas agem 
sinergicamente para produzir celobiose, dissacarídeo de glicose formado por ligação 
β-1→4, e celo-oligossacarídeos relacionados. As β-glicosidases, por sua vez, 
hidrolisam celobiose a glicose (HERCULANO et al., 2011; TAMBOR et al., 2012; 
ZHOU et al., 2012; GU; XIA, 2013). 
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Na natureza, a celulose é degradada por micro-organismos, principalmente 
bactérias e fungos, sendo que esses últimos constituem a principal fonte comercial 
de celulases. Contudo, até o momento, as misturas de enzimas disponíveis 
comercialmente para a degradação da celulose apresentam custo elevado e têm 
afetado significativamente o preço dos produtos derivados da hidrólise de biomassa 
vegetal. Neste sentido, a maior compreensão dos aspectos fundamentais dos fungos 
é necessária para melhorar a síntese e secreção de enzimas (CABEZAS et al., 
2012; BUSK; LANGE, 2013; CORADETTI; XIONG; GLASS, 2013). 
O principal produtor comercial de celulases é o fungo filamentoso 
Trichoderma reesei, que possui em seu genoma cinco genes codificadores de 
endoglucanases, dos quais os mais expressos codificam endoglucanases I e II 
classificadas nas famílias GH7 e GH5, respectivamente. Este ascomiceto também 
produz celobiohidrolases I e II, altamente expressas e classificadas nas famílias 
GH7 e GH6, respectivamente. Entretanto, as beta-glicosidases de T. reesei são 
expressas em níveis muito baixos, o que limita a função das celulases deste fungo 
na sacarificação maciça da celulose in vitro. Assim, misturas de celulases de T. 
reesei com aplicações industriais na hidrólise de celulose são frequentemente 
suplementadas com beta-glicosidases de várias espécies de Aspergillus (BRINK, 
VAN DEN; VRIES, DE, 2011). Além do mais, sabendo-se que as celobiohidrolases 
são inibidas pelo produto de hidrólise, a adição de beta-glicosidases nestas misturas 
tem também por finalidade reduzir a quantidade de celobiose e aliviar a inibição das 
demais enzimas do complexo celulásico durante o processo hidrolítico. 
O gênero Aspergillus é conhecido pela produção de várias enzimas de 
aplicação industrial, incluindo beta-glicosidases e outras que atuam sobre a celulose. 
Análises genômicas estimaram a ocorrência de sete genes de endoglucanases, 
quatro de celobiohidrolases e 19 genes de beta-glicosidases em A. nidulans, 
enquanto que os respectivos genes homólogos foram encontrados em número de 
seis, quatro e 15 em A. niger. Em Aspergillus oryzae foram identificados cinco genes 
de endoglucanases, três de celobiohidrolases e 18 de beta-glicosidases (BRINK, 
VAN DEN; VRIES, DE, 2011).  
Desta forma, a investigação de espécies de Aspergillus que também sejam 
produtoras de atividades do complexo celulásico pode contribuir para o 
desenvolvimento de tecnologia enzimática aplicável na hidrólise de celulose. 
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3 OBJETIVOS 
 
3.1 GERAL 
 
Caracterizar o crescimento apical, os parâmetros bioquímicos e componentes 
sinalizadores de Aspergillus tubingensis AN1257 e Talaromyces trachyspermus 
T10.5 em resposta a fontes de carbono complexas indutoras de amilases e 
celulases. 
 
3.2 ESPECÍFICOS 
 
a) Selecionar as condições de cultivo apropriadas para o crescimento e 
esporulação das linhagens fúngicas; 
b) Realizar a identificação morfológica e molecular das linhagens estudadas; 
c) Analisar a germinação, o crescimento apical e a indução de amilase e 
celulase em função da fonte de carbono; 
d) Analisar a fisiologia e o crescimento durante a resposta à fonte de carbono 
em condições de cultivo submerso; 
e) Verificar o efeito da ativação de PKC sobre o crescimento apical e a 
resposta à fonte de carbono. 
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4 METODOLOGIA 
 
4.1 MICRO-ORGANISMOS E MANUTENÇÃO 
 
Neste trabalho foram utilizadas duas linhagens de fungos filamentosos 
previamente selecionadas como produtores de atividade celulásica e amilolítica, 
respectivamente: A. tubingensis AN1257 (RODRIGUES, 2011) – isolada de 
amostras de vegetais de Diamantina/MG e doada pelo Prof. Rinaldo Duarte; T. 
trachyspermus T10.5 – isolada em Diamantina/MG a partir de amostra de solo 
(SILVA, 2011) (Figura 1). As linhagens pertencem ao estoque do Laboratório de 
Biologia Molecular e Biotecnologia do Departamento de Farmácia da Universidade 
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri. 
 
Figura 1 – Linhagens utilizadas neste estudo. A. tubingensis AN1257 (A) e T. trachyspermus T10.5 
(B) após crescimento em meio sólido PDA, a 30ºC por 7 dias (A) ou 14 dias (B) 
 
  Fonte: próprio autor. 
 
A manutenção das linhagens foi realizada por dois métodos: o clássico, de 
repique contínuo e o método de Castelani ou método de preservação em água 
destilada (CASTELANI, 1963; FIGUEIREDO, 1967; FIGUEIREDO; PIMENTEL, 
1975). No primeiro, foram realizados repiques das linhagens a cada quatro meses 
em meio de cultura ágar batata-dextrosado (PDA, potate dextose agar, ANEXO A) 
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contido em um tubo de ensaio e previamente autoclavado a 121ºC por 15 min a 1,1 
atm. Após o crescimento, as culturas foram mantidas sob refrigeração a 4 ± 1ºC. No 
segundo método, as culturas foram cultivadas no referido meio de cultivo, contido 
em placa de Petri e após 7 ou 14 dias de crescimento a 30ºC para as linhagens 
T10.5 e AN1257, respectivamente, pequenos blocos de ágar contendo o micélio 
foram estocados em água destilada autoclavada contida em micro-tubos do tipo 
Eppendorf e armazenados à temperatura ambiente. 
 
4.2 SELEÇÃO DO MEIO DE CULTIVO PARA CRESCIMENTO E ESPORULAÇÃO 
DOS ASCOMICETOS A. tubingensis AN1257 e T. trachyspermus T10.5 
 
As duas linhagens estudadas, para fins de análise de crescimento e 
esporulação, foram cultivadas em quatro meios de cultivos diferentes (ANEXO A): 
meio mínimo de Vogel (MMV); meio extrato de levedura – glicose (YAG, yeast agar 
glucose); PDA e Ágar Czapeck (VOGEL, 1956; KAFER, 1977; DIFCO 
LABORATORIES, 1984; SMITH e ONIONS, 1933 apud LACAZ, 1993). As culturas 
foram incubadas à temperatura ambiente e a 30ºC. No mês do estudo, Março de 
2012, a temperatura ambiente média máxima foi de 24,0ºC e a mínima de 17,1ºC, 
estimadas segundo dados fornecidos no sítio http://www.agritempo.gov.br/agroclima, 
estação Diamantina-CEMIG. 
Dos meios acima descritos, após o preparo, foram vertidos aproximadamente 
45,0mL em placas de Petri de 11,0 cm de diâmetro. As linhagens foram repicadas 
no centro das placas, incubadas à temperatura ambiente e a 30ºC. O crescimento, 
determinado pela medida do diâmetro, foi analisado durante 21 dias. Os 
experimentos foram realizados em triplicata. 
Para a análise quantitativa da esporulação, os meios de cultura foram 
cortados em círculos de 15mm de diâmetro e inoculados com 1000 esporos contidos 
em 10µL de suspensão de esporos. Os meios foram incubados à temperatura 
ambiente ou a 30ºC durante 7 dias (A. tubingensis AN1257) ou 14 dias (T. 
trachyspermus T10.5). Após o crescimento, os meios foram transferidos para um 
tubo Falcon de 50mL, contendo 5,0mL de água destilada estéril. O tubo foi agitado 
em vórtex durante 5 minutos a 3000rpm. A suspensão de esporos foi contada em 
câmera de Neubauer para determinação da concentração de esporos. Todos os 
experimentos foram feitos em triplicatas. 
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4.2.1 Preparo do Inóculo 
 
O restante dos experimentos foi feito utilizando-se inóculo preparado a partir 
das linhagens cultivadas no meio de cultivo, à temperatura e pelo tempo que 
promoveram um melhor crescimento e esporulação, segundo o procedimento 
descrito anteriormente. Após o crescimento, os esporos foram coletados em água 
destilada estéril, efetuando-se a raspagem com uma alça de platina previamente 
esterilizada. As suspensões de esporos foram filtradas através de gaze estéril e 
transferidas para um frasco estéril. 
A concentração de esporos foi determinada através da contagem em câmara 
de Neubauer. Para isso, colocou-se uma gota de esporos em suspensão sobre a 
lâmina, cobriu-se com lamínula e procedeu-se a leitura em microscópio óptico com 
aumento de 400X conforme metodologia descrita por Raimbault e Alazard (1980 
apud PARIS, 2008). 
 
4.3 IDENTIFICAÇÃO DAS LINHAGENS 
 
4.3.1 Análises morfológicas 
 
As linhagens foram submetidas a análises da morfologia micro e 
macroscópica para identificação da espécie, conforme descrito na literatura 
específica.  Para isso, utilizou-se a metodologia proposta por Frisvad e Samson 
(2004) para a identificação da linhagem T10.5. Foram utilizados os seguintes meios 
de cultivo: ágar Czapek extrato de levedura (CYA, Czapek yeast autolysate); ágar 
extrato de malte, fórmula Blakeslee (MEA, Blakeslee malt extract autolysate); ágar 
sacarose extrato de levedura (YES, yeast extract sucrose); Ágar Creatina Sacarose 
(CREA, creatine sucrose) modificado. Todos os meios encontram-se descritos no 
anexo A. 
Os meios foram vertidos em placas de Petri de 9 cm de diâmetro e as culturas 
foram inoculadas em três pontos, usando uma suspensão densa de esporos. A 
incubação foi realizada no escuro a 25ºC, exceto quando indicado o contrário. No 
meio CYA as culturas foram cultivadas a 25, 30 e 37ºC. As análises foram feitas 
após 7 e 14 dias de cultivo pela determinação do crescimento das colônias, análise 
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das cores e aspecto de textura (aveludada, floculada, fasciculada ou crustosa), além 
da produção de pigmentos difusíveis e grau de esporulação (FRISVAD; SAMSON, 
2004). 
O teste de Ehrlich foi realizado com o objetivo de detectar a produção de 
ácido ciclopiazônico ou outros alcaloides relacionados. A linhagem T10.5 foi 
cultivada em meio CYA a 25ºC durante 7 dias. Após esse período, um quadrado de 
aproximadamente 4mm2 foi cortado da borda da colônia e o micélio foi coberto com 
papel de filtro umedecido com o reagente de Ehrlich. De acordo com esta 
metodologia, a formação de um anel violeta após 2 a 6 minutos indicaria a produção 
de ácido ciclopiazônico ou alcaloides relacionados. Reações positivas após 7 a 10 
minutos seriam classificadas como fracas. O anel violeta desaparece após 10 
minutos. Alguns fungos podem produzir alcaloides que darão uma coloração rosa 
avermelhada ou amarela (FRISVAD; SAMSON, 2004). 
A linhagem AN1257, do gênero Aspergillus, foi identificada utilizando-se a 
metodologia proposta por Samson et al. (2007). Assim, foi analisada quanto à 
habilidade de crescimento em meios CYA, MEA, YES e CREA modificado. De forma 
semelhante àquele utilizado para a linhagem T10.5, cada meio foi vertido em placa 
de Petri de 9cm de diâmetro, sendo o repique realizado  em 3 pontos a partir de uma 
suspensão densa de esporos. A incubação foi realizada no escuro a 25ºC, exceto 
quando indicado o contrário. No meio CYA as culturas foram cultivadas a 25, 30 e 
37ºC. O crescimento e a esporulação foram avaliados após três e sete dias de 
incubação. Para esta linhagem também foi realizado o teste de Ehrlich, como 
descrito acima. 
As análises microscópicas foram realizadas por meio da técnica de micro-
cultivo conforme metodologia adaptada de Riddell (1950). Dentro de uma placa de 
Petri de 11cm de diâmetro foi colocado um chumaço de algodão, um bastão de vidro 
em forma de U, uma lâmina de microscopia (sobre o bastão de vidro) sobre a qual 
colocou-se assepticamente pequenos blocos de meio ágar extrato de malte 2% 
(ME2, malt extract 2%) (ANEXO A). Em seguida, as duas linhagens foram 
inoculadas, separadamente, nas bordas laterais e cobertas com lamínula. O algodão 
foi embebido com água destilada estéril e a placa incubada a 30ºC. Após dois e sete 
dias de incubação, foram retiradas lamínulas que foram colocadas sobre uma lâmina 
com uma gota de ácido lático. As amostras foram analisadas em microscópio óptico 
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nos aumentos de 200x e 400x para observação de estruturas de ornamentação, 
conidióforos, fiálides, esporos e a presença ou ausência de septos nas hifas. 
A análise morfológica através de microscópio eletrônico de varredura (MEV) 
foi adaptada da metodologia descrita por Castro (2002), Serra et al. (2006) e 
Martinelle e Santos (2010). Para isso, as linhagens AN1257 e T10.5 foram cultivadas 
a 30ºC em meio PDA por 7 e 14 dias, respectivamente. As placas foram cobertas 
com solução de glutaraldeído a 3% (v/v) em tampão de fosfato de potássio a 0,05M 
e pH 7,2 a 7,4 por 12 horas. Em seguida, a solução de glutaraldeído foi removida e 
as culturas foram lavadas cuidadosamente com tampão fosfato de potássio a 0,05M 
e pH 7,2 a 7,4 por 10 vezes consecutivas. Para a linhagem AN1257 foram retirados 
pequenos blocos do meio, os quais foram desidratados através de uma série 
graduada de etanol (25, 50, 70, 80 e 99% de concentração). Após secagem ao ar 
livre por 10 minutos, as amostras foram transferidas para um dessecador até o 
momento da análise. Para análise da linhagem T10.5, pequenos blocos do meio 
foram analisados diretamente, sem desidratação. As amostras foram depositadas 
sobre uma fita metálica dupla face que foi posicionada em um stub (porta-amostra) 
próprio do MEV modelo TM 3000 Tabletop Microscope (Hitachi HTA Inc., EUA). Para 
cada amostra foram registradas imagens com as seguintes magnificações: 100X, 
200X, 500X, 1000X e 2000X. 
 
4.3.2 Identificação molecular 
 
A identificação molecular das espécies foi realizada através da análise da 
região ITS. O ITS é uma região localizada entre os genes 18S e 28S de rRNA. 
Quando comparado a outros alvos moleculares como o gene rRNA 18S e DNA 
mitocondrial, o ITS possui diversas vantagens como o fato de ser mais sensível 
devido a existência de aproximadamente 100 cópias por genoma (HENRY et al., 
2000; NILSSON et al., 2008). 
A análise molecular foi realizada por meio da extração do DNA, 
separadamente, das duas espécies estudadas, de acordo com a metodologia 
utilizada no Fungal Genetics Laboratory (Oklahoma State University) e padronizada 
no Laboratório de Biologia Molecular e Biotecnologia (UFVJM). As culturas de A. 
tubingensis e T. trachyspermus foram repicadas em meio mínimo de Aspergillus 
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(ANEXO A) e incubadas a 30ºC por 36h e 96h respectivamente. O micélio foi 
coletado e transferido para o interior de um micro-tubo do tipo Eppendorf seco e 
estéril sendo em seguida congelado por 48h e então liofilizado. A aproximadamente 
0,1g de micélio foi adicionado 1,0mL de solução de extração genômica e o micro-
tubo foi colocado em banho-maria a 68ºC durante 10 minutos. Em seguida, a 
suspensão foi centrifugada a 13.000g durante 5 minutos. O sobrenadante foi 
transferido para um novo micro-tubo e adicionado de 100,0μL de acetato de potássio 
5M pH 4,8. A mistura foi mantida em banho de gelo por 10 minutos e em seguida foi 
centrifugada a 13.000g durante 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para um 
novo micro-tubo, ao qual adicionou-se etanol 95% na proporção de 2,5 vezes o 
volume do sobrenadante. Após a precipitação com etanol, a mistura foi centrifugada 
novamente e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi lavado duas vezes com 
0,5mL de etanol 70%. O precipitado de DNA seco foi ressuspendido em 50μL de 
solução de tampão Tris-EDTA (TE). 
A qualidade da preparação foi estimada através de eletroforese em gel de 
agarose 1% (p/v) sendo as bandas coradas com brometo de etídeo. 
A região ITS do DNA genômico das linhagens AN1257 e T10.5 foram 
amplificadas utilizando-se os primers universais para fungos ITS1 (5’-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) 
descritos por White et al (1990). Para o ensaio de reação em cadeia da polimerase 
(PCR, polymerase chain reaction) foram realizados 25 ciclos de amplificação depois 
de uma desnaturação inicial de DNA a 95oC por 5 minutos. Cada ciclo consistiu de 
nova etapa de desnaturação a 95oC por 1 minuto, uma etapa de anelamento a 53oC 
por 1 minuto, e uma etapa de extensão a 72oC por 1 minuto. As sequências foram 
analisadas utilizando-se o programa “ferramenta básica de alinhamento local de 
sequências” (BLAST, basic local alignment search tool) para comparação do grau de 
identidade com sequências de espécies já descritas.   
A síntese de todos os primers, os ensaios de PCR e os sequenciamentos 
foram feitos pela Macrogen Korea (www.macrogen.com). Essas sequências 
amplificadas foram comparadas com as sequências presentes no banco de dados 
GenBank (National center for biotechnology information, NCBI, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) conforme metodologia descrita e validada em outros 
estudos (HENRY et al., 2000; HOUBRAKEN et al., 2011; RIVERA; SEIFERT, 2011). 
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4.4 CRESCIMENTO E INDUÇÃO DE ATIVIDADE ENZIMÁTICA EM FUNÇÃO DA 
FONTE DE CARBONO EM MEIO SÓLIDO 
 
A produção de carboidrases foi testada semi-quantitativamente em meio 
sólido para as duas linhagens estudadas. Foram utilizados meios de cultura 
adaptados de Manachini, Fortina e Parini (1987) e Buzzini e Martini (2002) 
suplementados com amido (para a produção de amilases), carboximetilcelulose 
(CMC, para a produção de celulases) e glicose (controle) (ANEXO A). Foram 
vertidos aproximadamente 20mL de meio em placas de Petri de 9cm de diâmetro. 
Cada placa foi inoculada, no centro, com 10µL de suspensão de esporos a uma 
concentração de 5 conídios/µL e incubadas a 30ºC.  O crescimento e o halo de 
atividade enzimática foram analisados diariamente, durante 7 dias e em triplicata. 
A atividade enzimática foi revelada com o uso de solução de iodo para o meio 
suplementado com amido e solução de vermelho Congo e solução de NaCl 1M para 
o meio suplementado com CMC. O halo translúcido ao redor da colônia, em 
contraste com a coloração escura do restante do meio foi utilizado como evidência 
da degradação do substrato e, consequentemente, da secreção de enzimas. Após a 
revelação, o índice de atividade enzimática (IAE, razão halo revelado/diâmetro da 
colônia) foi determinado e utilizado como indicador da produção de carboidrases por 
cada linhagem conforme metodologia proposta por Hankin e Anagnostakis (1975). 
 
4.5 CRESCIMENTO E FISIOLOGIA EM FUNÇÃO DA FONTE DE CARBONO EM 
MEIO LÍQUIDO 
 
A produção de amilases e celulases foi avaliada quantitativamente em meio 
líquido suplementado com glicose (controle) e com as fontes de carbono poliméricas 
indutoras de atividade enzimática (amido e CMC). A composição do meio encontra-
se descrita no anexo A (Tabela A20) e as concentrações de fonte de carbono foram 
variadas. 
A produção de enzimas e os parâmetros fisiológicos para a linhagem A. 
tubingensis AN1257 foram analisados durante o cultivo submerso em meio 
suplementado com glicose 10,0g/L, amido 5,0g/L ou CMC 5,0 ou 10,0g/L. O 
crescimento e a fisiologia da linhagem também foram investigados forçando-se  uma 
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redução do pH após 12h de cultivo nos meios suplementados com CMC. Para a 
redução do pH, aproximadamente 45,0mL do meio fermentativo foram transferidos 
para um tubo de polipropileno de 50mL e foram adicionados 0,75mL de HCl 10M.  
Após homogeneização, o meio acidificado foi transferido para o restante do caldo 
fermentativo (MANACHINI; FORTINA; PARINI, 1987; BUZZINI; MARTINI, 2002) 
(ANEXO A). 
A linhagem T. trachyspermus T10.5 foi analisada quanto à fisiologia, ao 
crescimento e à produção de amilases durante o cultivo submerso em meio  
suplementado com amido (3,7g/L) em concentração padronizada após processo de 
otimização conduzido por Maia e colaboradores (em fase de elaboração)1 
(MANACHINI; FORTINA; PARINI, 1987; BUZZINI; MARTINI, 2002). Também foi 
investigada a produção de atividade celulásica, com determinação do crescimento e 
de parâmetros fisiológicos, em meio suplementado com CMC (3,75g/L). O cultivo em 
meio suplementado com glicose (3,7g/L) foi utilizado como controle. 
Os bioprocessos submersos foram conduzidos em balões de fundo chato de 
1L contendo 300 mL de meio inoculado para uma concentração final de 1 x 106 
conídios/ mL e 1 x 105 esporos/mL quando utilizadas as linhagens A. tubingensis 
AN1257 e T. trachyspermus T10.5, respectivamente. As culturas foram incubadas a 
30ºC, com agitação de 150rpm durante oito dias. Nos tempos de zero, 12h e, a partir 
deste tempo, em intervalos regulares de 24h, alíquotas de 15mL do meio 
fermentativo foram retiradas, filtradas e o peso seco foi determinado para análise do 
crescimento, bem como foi determinada a concentração de proteínas intracelulares. 
No filtrado foram determinados a atividade enzimática, o pH, a concentração de 
açúcares redutores (AR), glicose e proteínas totais extracelulares, conforme 
metodologias descritas abaixo. Todos os experimentos foram conduzidos em 
triplicata. 
 
4.5.1 Curva de crescimento em meio líquido 
 
O crescimento celular foi determinado pelo método de análise da massa seca. 
Para tal, uma alíquota de 15mL do bioprocesso foi filtrada em tecido Oxford. A 
biomassa foi transferida para o interior de um micro-tubo do tipo Eppendorf 
                                                          
1
 Estudo realizado por Ana Carolina Ferreira Maia, Alexandre Soares dos Santos, Angélica Pataro 
Reis, Lilian de Araújo Pantoja e Ana Paula de Figueiredo Conte Vanzela, em fase final de análise. 
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previamente seco e pesado. Cada amostra foi então congelada a -20ºC durante 48h 
e em seguida liofilizada para determinação do peso seco, expresso em g/L. A curva 
de crescimento foi expressa graficamente em função do tempo. 
 
4.5.2 Determinação de açúcares redutores 
 
A concentração de AR foi determinada pelo método do ácido 3,5-
dinitrosalicílico (DNS) proposto por Miller (1959). O método baseia-se na redução do 
ácido 3,5-dinitrosalicílico a ácido 3-amino-5-nitrosalicílico, de coloração 
amarronzada, ao mesmo tempo em que o grupo aldeído do açúcar é oxidado a 
grupos carboxílicos. Após a reação, foi determinada a absorvância a 540nm. A 
concentração de AR foi calculada com base em uma curva analítica de glicose 
(APÊNDICE A). O método possui sensibilidade e linearidade na faixa de 0,1 a 1,0g/L 
de açúcar redutor expresso como glicose. 
 
4.5.3 Determinação da concentração de amido nas amostras 
 
Nos meios utilizados para análise da produção de amilase foram 
determinadas as concentrações de amido ao longo do tempo total do bioprocesso, 
conforme metodologia adaptada de Wilson e Ingledew (1982). 
Uma alíquota de 0,25mL do filtrado foi adicionada a um tubo de polipropileno 
de 15mL, limpo e seco. Em seguida, adicionou-se 2,25mL de água destilada e 30µL 
de solução de iodo/iodeto de potássio. Após homogeneização, 1mL da solução foi 
transferido para um novo tubo de polipropileno de 15mL e adicionado de 4 mL de 
água destilada. Em seguida, foi determinada a absorvância a 620nm, contra o 
branco, preparado com 0,25mL de água destilada no lugar do filtrado. A massa de 
amido foi determinada baseando-se em uma curva analítica de amido (APÊNDICE 
A). 
 
4.5.4 Determinação da atividade de amilase 
 
A determinação da atividade amilolítica dextrinizadora (α-amilase) foi 
realizada conforme metodologia adaptada de Wilson e Ingledew (1982). 
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A um tubo de polipropileno de 15mL, limpo e seco, foi adicionado 1,0mL de 
uma solução de amido solúvel 1% em tampão fosfato de sódio 100mM pH 6,0 (p/v). 
A solução de substrato foi pré-incubada a 50ºC por 5 minutos. Em seguida, foi 
adicionado 1,0mL do filtrado do bioprocesso, e após rápida homogeneização, uma 
alíquota da reação foi retirada e vertida sobre água destilada gelada contendo 
solução de iodo/iodeto de potássio.  Esta amostra foi utilizada para controle da 
reação (tempo zero). Após 10 minutos de reação, o procedimento acima foi repetido 
e a concentração de amido hidrolisado foi determinada pela diferença entre os 
tempos inicial e final, com base em uma curva analítica de amido (APÊNDICE A). 
Uma unidade de atividade dextrinizadora foi expressa como a quantidade de enzima 
que consome 10µg de amido por minuto de reação, por mL de amostra nas 
condições de reação. 
 
4.5.5 Determinação da atividade de celulase 
 
A atividade enzimática de endoglucanase foi realizada segundo a metodologia 
adaptada de Ghose (1987). 
A um tubo de polipropileno de 15mL, limpo e seco, foi adicionado 1,0mL de 
solução de substrato CMC (1%) em tampão acetato de sódio 500mM pH 4,8 (p/v). O 
meio de reação foi previamente incubado durante 5 minutos a 50ºC. Em seguida, foi 
adicionado 1,0mL da amostra. Após rápida homogeneização, 0,5mL da mistura foi 
retirado e vertido sobre 0,5mL de reagente DNS para controle da reação (tempo 
zero). Após 30 minutos de reação, 0,5mL da mistura foi retirado e vertido sobre DNS 
para determinação da concentração de AR liberados, conforme metodologia 
proposta por Miller (1959). Uma unidade de atividade enzimática foi expressa como 
a quantidade de enzima que libera 1µmol de açúcar redutor por mL, por minuto, nas 
condições de reação. 
 
4.5.6 Determinação do pH 
 
O pH dos bioprocessos foi monitorado em intervalos de 24h por leitura direta 
com auxílio de um potenciômetro. 
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4.5.7 Determinação de glicose 
 
A dosagem de glicose nas amostras retiradas a cada intervalo de tempo foi 
realizada utilizando-se um kit comercial (Glicose HK Liquiform, Catálogo 133-1/500) 
fabricado pela empresa LabTest Diagnóstica SA. 
A determinação de glicose, baseia-se na oxidação enzimática da glicose em 
duas etapas, com a reação do peróxido de hidrogênio (H2O2) com o 4-
aminoantipirina e fenol, sob ação catalisadora da peroxidase, com consequente 
formação de um composto de coloração rósea, o antipirilquinonimina, cuja 
absorvância pode ser determinada a 505nm e é diretamente proporcional à 
concentração da glicose na amostra. A reação é linear até 5mg/mL (LABTEST 
DIAGNÓSTICA, 2011). 
 
4.5.8 Determinação de proteínas totais extracelulares 
 
A determinação de proteína total extracelular foi realizada pelo método 
proposto por Lowry et al. (1951). O método baseia-se na reação do reagente Folin-
Ciocalteau com aminoácidos aromáticos nas proteínas, na presença do catalizador 
cobre (II). A formação de um composto de coloração azul de absorbância a 660nm é 
proporcional à concentração das proteínas. 
Foram misturados em um micro-tubo do tipo Eppendorf de 2,0mL 150µL da 
amostra e 1,0mL do meio II de Lowry e, após rápida homogeneização, a mistura foi 
incubada à temperatura ambiente durante 15 minutos. Em seguida, foram 
adicionados 100,0μL do reagente de Folin-Ciocalteau (diluído 1:1) seguida de rápida 
homogeneização e então se incubou a solução à temperatura ambiente durante 30 
minutos. Após esse tempo, a absorvância foi determinada a 660nm, zerando-se o 
espectrofotômetro com o branco da reação, preparado da mesma maneira como 
descrito, com a substituição da amostra por água destilada. 
A concentração proteica foi calculada com base em uma curva analítica de 
albumina sérica bovina (BSA, bovine serum albumin) cuja concentração variou entre 
0 a 100μg (APÊNDICE A). 
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4.5.9 Determinação de proteínas totais intracelulares 
 
A determinação do teor de proteínas totais intracelulares foi realizada em uma 
amostra de aproximadamente 25,0mg da biomassa liofilizada e transferida para um 
micro-tubo do tipo Eppendorf de 1,5mL. Ao micro-tubo foi acrescentado 1,0mL de 
ácido tricloroacético 10% (p/v). A mistura foi incubada sob refrigeração (4 ± 1ºC) 
durante 15 horas e, após esse tempo, foi centrifugada a 10.000g durante 5 minutos. 
O sobrenadante foi descartado e ao precipitado foi adicionado 0,5mL de NaOH 
0,1M. Após incubação em banho-fervente (100ºC) durante 10 minutos, a mistura foi 
centrifugada a 13.000g por 10 minutos. O sobrenadante foi utilizado para determinar 
a concentração de proteínas totais pelo método de Lowry et al. (1951) já descrito.  
 
4.6 GERMINAÇÃO E CRESCIMENTO APICAL EM RESPOSTA À FONTE DE 
CARBONO E À ATIVAÇÃO DE PKC 
 
A análise da germinação de ambas as linhagens foi realizada através da 
adaptação do protocolo inicialmente proposto por Trinci (1969) e já consolidado na 
literatura. Para isso, foram distribuídas membranas de nitrocelulose de 
aproximadamente 5mm2 sobre a superfície de meios de cultivo suplementados com 
glicose (controle) amido e CMC (ANEXO A). Sobre cada membrana foram 
inoculados 1000 esporos em 10µL de suspensão aquosa seguida de incubação a 
30ºC. O uso da membrana permite que os esporos absorvam os nutrientes do meio 
de cultivo sem contudo, atravessar o meio, o que permite fácil remoção para análise 
do crescimento inicial. Para a análise da hidratação, polarização e emissão do tubo 
germinativo, foram retiradas amostras no período de 0 a 12h para a linhagem A. 
tubingensis AN1257, enquanto para T. trachyspermus T10.5, as amostras foram 
retiradas no período de 0 a 18h. Os experimentos foram realizados em triplicata, 
com observação de 50 esporos por amostra, os quais foram contados em 
microscópio óptico e classificados como apolar, polar, contendo tubo germinativo 
estendido e bi-germinados. Os esporos foram considerados apolares quando não 
apresentavam protuberância característica do início do crescimento apical. 
O envolvimento da via de PKC na germinação foi analisado em função da 
fonte de carbono. Assim, o experimento descrito acima foi repetido com o acréscimo 
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do ativador de PKC, forbol-12, 13-dibutirato (PDBu, phorbol-12, 13-dibutyrate), na 
concentração final de 5μg/μL ao meio de cultivo. O PDBu (1mg) foi inicialmente 
dissolvido em 200µL de solvente dimetilsulfóxido (DMSO) e acrescido de 800µL de 
água destilada. Uma alíquota de 100µL desta solução foi adicionada a 20mL de 
meio líquido para realização do experimento. O experimento foi repetido com a 
presença de DMSO na concentração final de 0,1%. 
As estruturas celulares foram analisadas ao microscópio óptico com 
aumentos de 100X e 400X e fotografadas com o auxílio de uma câmera fotográfica 
acoplada. As dimensões das estruturas celulares foram analisadas pelo programa 
ImageJ (NATIONAL INSTITUTE OF HEALTH, USA, http://rsbweb.nih.gov/ij/) e os 
dados obtidos, calculados com auxílio do programa Excel® (Microsoft®).
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5 RESULTADOS 
 
5.1 SELEÇÃO DO MEIO DE CULTIVO PARA CRESCIMENTO E ESPORULAÇÃO 
DOS ASCOMICETOS A. tubingensis AN1257 e T. trachyspermus T10.5 
 
O cultivo do fungo filamentoso A. tubingensis AN1257 em diferentes meios 
mostrou que os aspectos macromorfológicos foram semelhantes nos meios de 
cultura PDA, Czapek, MMV e YAG, tanto à temperatura ambiente quanto a 30ºC: 
textura do tipo furfuráca (exceto em meio YAG e Czapek nos quais a textura foi do 
tipo veludosa), relevo rugoso e pigmentação creme (exceto em meio Czapek, que 
induziu coloração amarela intensa) não difusível no meio (Figura 2). 
 
Figura 2 – Influência das condições de cultivo sobre o crescimento e aspectos macroscópicos de A. 
tubingensis AN1257. Crescimento em meio sólido Czapek, MMV, PDA e YAG à 
temperatura ambiente (verso, A1; reverso, A2) e a 30ºC (verso, B1; reverso, B2) por 7 dias 
Fonte: próprio autor. 
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Entretanto, verificou-se a ocorrência de diferenças na magnitude do 
crescimento, intensidade da conidiação e na regularidade das bordas da colônia de 
A. tubingensis AN1257, esta última facilmente observável nas culturas preparadas 
em PDA e incubadas a 30ºC (Figura 2). 
A macromorforlogia da linhagem T. trachyspermus T10.5 também apresentou 
semelhanças nos quatro meios de cultura e nas duas temperaturas estudadas: 
borda irregular, textura arenosa, relevo cerebriforme e pigmentação creme não 
difusível pelo meio (Figura 3). O cultivo no meio Czapek representou uma exceção: 
sua coloração foi amarela intensa e a textura classificada como veludosa.  
 
Figura 3 – Influência das condições de cultivo sobre o crescimento e aspectos macroscópicos de T. 
trachyspermus T10.5. Crescimento em meio sólido Czapek, MMV, PDA e YAG à 
temperatura ambiente (verso, A1; reverso, B2) e a 30ºC (verso, B1; reverso, B2) por 14 
dias 
Fonte: próprio autor. 
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Os meios de cultivo e as temperaturas analisadas influenciaram a 
esporulação e o crescimento de ambas as linhagens estudadas. 
A esporulação de A. tubingensis AN1257 foi mais intensa no meio PDA, nas 
duas temperaturas estudadas, com contagem total de conídios de 363,3 ± 36,6 e 
291,7 ± 30,1 à temperatura ambiente e a 30ºC, respectivamente (Tabela 1). 
 
Tabela 1 – Número de conídios de A. tubingensis AN1257 após crescimento em meio sólido Czapek, 
MMV, PDA e YAG à temperatura ambiente e a 30ºC por 7 dias 
 Número de conídios 
(média ± dp; x 106)  
 Czapek MMV PDA YAG 
Temperatura 
ambiente 
150,0 ± 43,0 142,5 ± 34,7 363,3 ± 36,6 105,0 ± 37,4 
30ºC 100,0 ± 8,2 75,0 ± 10,8 291,7 ± 30,1 66,7 ± 16,5 
Fonte: próprio autor. 
 
A linhagem T. trachyspermus T10.5 também apresentou esporulação superior 
em meio PDA, com contagem total de 115,0 ± 16,3 esporos à temperatura ambiente 
e 56,7 ± 6,2 esporos à 30ºC (Tabela 2). 
 
Tabela 2 – Número de esporos de T. trachyspermus T10.5 após crescimento em meio sólido Czapek, 
MMV, PDA e YAG à temperatura ambiente e a 30ºC por 14 dias 
 Número de esporos 
(média ± dp; x 104)  
 Czapek MMV PDA YAG 
Temperatura 
ambiente 
6,7 ± 2,4 56,7 ± 4,7 115,0 ± 16,3 10,0 ± 4,1 
30ºC 35,0 ± 4,1 16,7 ± 6,2 56,7 ± 6,2 10,0 ± 4,1 
Fonte: próprio autor. 
 
À temperatura ambiente, A. tubingensis AN1257 apresentou um crescimento 
radial superior em meio PDA até o 14º dia de análise, quando então este foi igualado 
ao das culturas preparadas em Czapek e MMV. Foi observado ainda que em todos 
os meios, exceto YAG, as colônias apresentaram o crescimento máximo (11 cm) 
somente após o 18º dia de cultivo. Durante toda a análise, o crescimento em meio 
YAG foi mais lento. Já a 30ºC, as culturas apresentaram crescimento mais 
acentuado, com crescimento máximo das culturas (11 cm) após 10 dias nos meios 
Czapek, MMV e PDA e 17 dias no meio YAG (Figura 4). Assim, optou-se por cultivar 
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essa linhagem em PDA a 30ºC durante 7 dias para o preparo do inóculo utilizado 
nos próximos experimentos. 
 
Figura 4 – Influência das condições de cultivo sobre o crescimento de A. tubingensis AN1257. 
Diâmetro da colônia determinado após cultivo em PDA, Czapek, MMV e YAG à 
temperatura ambiente (A) e 30ºC (B) por 21 dias 
A  
 
B 
 
 
    
   
 
Fonte: próprio autor. 
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 A linhagem T. trachyspermus T10.5 apresentou magnitude de crescimento 
semelhante nos quatro meios de cultivo à temperatura ambiente enquanto a 30ºC o 
crescimento radial foi superior em todos os meios analisados, exceto Czapek (Figura 
5). Assim, analisando-se o crescimento radial, o preparo do inóculo foi padronizado 
cultivando-se esta linhagem durante 14 dias, a 30ºC em meio PDA. 
 
Figura 5 – Influência das condições de cultivo sobre o crescimento de T. trachyspermus T10.5. 
Diâmetro da colônia determinado após cultivo em PDA, Czapek, MMV e YAG à 
temperatura ambiente (A) e 30ºC (B) por 21 dias 
A 
 
 
B 
 
 
    
   
 
Fonte: próprio autor. 
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5.2 IDENTIFICAÇÃO DAS LINHAGENS 
 
5.2.1 Análises morfológicas 
 
A Figura 6 mostra as características macromorfológicas de A. tubingensis 
AN1257 em diferentes meios de cultura, que sugerem a identificação preliminar da 
espécie. Observou-se que a linhagem foi capaz de crescer em diferentes 
temperaturas (25, 30 e 37ºC) quando cultivada em meio CYA (Figura 6A). Quando 
cultivada em meio MEA, a espécie evidenciou a produção de esclerócitos e a 
produção de pigmento de coloração creme (Figura 6B) semelhante ao analisado em 
meio YES (imagem não mostrada). Além disso, a espécie foi capaz de crescer em 
meio CREA modificado e produzir evidente quantidade de ácidos, detectada pela 
acidificação do meio e viragem do indicador de verde para amarelo (Figura 6C). 
 
Figura 6 – Morfologia macroscópica e características fisiológicas de A. tubingensis AN1257 após 
crescimento em CYA (A), MEA (B) e CREA modificado (C). As culturas foram incubadas 
a 25, 30 e 37ºC por 7 dias, exceto quando especificado 
 
Fonte: próprio autor. 
 
As características macromorfológicas para a identificação de T. 
trachyspermus T10.5 também foram analisadas e verificou-se que esta espécie foi 
capaz de crescer em meio CYA às temperaturas de 25, 30 e 37ºC (Figura 7A). Em 
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meio MEA, observou-se evidente esporulação e, no reverso, a produção de 
pigmento castanho, não difusível (Figura 7B), semelhante ao observado quando a 
linhagem foi cultivada em meio YES (imagem não mostrada). Ainda, a linhagem foi 
capaz de crescer em meio CREA modificado, com evidente produção de ácido, 
observada pela mudança de coloração do meio (Figura 7C). 
Ambas as espécies apresentaram resultado negativo para o teste de Ehrlich. 
 
Figura 7 – Morfologia macroscópica e características fisiológicas de T. trachyspermus T10.5 após 
crescimento em CYA (A), MEA (B) e CREA modificado (C). As culturas foram incubadas a 
25, 30 e 37ºC por 14 dias, exceto quando especificado 
 
Fonte: próprio autor. 
 
A Figura 8 mostra a morfologia microscópica dos esporos das espécies 
estudadas. O A. tubingensis AN1257 apresentou conídios esféricos, lisos e de 
tamanho médio de 4,0 ± 0,4 µm.  Já o T. trachyspermus T10.5 apresentou esporos 
do tipo alongados, lisos e com tamanho médio de 3,9 ± 0,4 µm por 2,6 ± 0,2 µm. 
Quanto às demais características micromorfológicas da linhagem A. 
tubingensis AN1257, pode-se observar a formação de conidióforos jovens 
unisseriados contendo curtas cadeias de conídios (Figura 9A) bem como 
conidióforos maduros com cadeias de conídios cobrindo toda a circunferência 
vesicular (Figura 9B). 
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Figura 8 – Morfologia microscópica dos esporos de A. tubingensis AN1257 e T. trachyspermus T10.5. 
As culturas de ambos os fungos foram incubadas a 30ºC e os esporos coletados após 7 
dias para A. tubingensis AN1257 (A) e 14 dias para T. trachyspermus T10.5 (B) para 
visualização sob microscopia óptica 
 
Fonte: próprio autor. 
 
Figura 9 – Morfologia dos conidióforos de A. tubingensis AN1257. Amostras foram coletadas de 
culturas incubadas a 30ºC por dois dias em ME2 (A) ou 7 dias em PDA (B) e observadas 
por microscopia óptica (A) ou eletrônica (B) em diferentes aumentos 
 
Fonte: próprio autor. 
 
A análise da micromorfologia da linhagem T. trachyspermus T10.5 permitiu 
observar a formação de conidióforos longos contendo conídios em sua extremidade 
(Figura 10A). Também foi observada a presença de ascósporos (Figura 8B) e 
estruturas globosas com coloração amarelada, características do ascomata desta 
espécie (Figura 7 e Figura 10B). 
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Figura 10 – Morfologia dos corpos de frutificação de T. trachyspermus T10.5. Amostras foram 
coletadas de culturas incubadas a 30ºC por três dias em ME2 (A) ou 14 dias em PDA 
(B) e observadas por microscopia óptica (A) ou eletrônica (B) em diferentes aumentos 
 
Fonte: próprio autor. 
 
5.2.2 Identificação molecular 
 
A amplificação da região compreendida entre o ITS1 e ITS4 da espécie A. 
tubingensis AN1257 gerou um produto de tamanho de 1382pb cuja sequência está 
mostrada na Figura 11A.  
Através do programa BLAST, a sequência amplificada foi comparada com as 
sequências depositadas no Gene Bank e o resultado é apresentado na Figura 11B. 
Os dados revelaram diversas sequências homólogas de outras linhagens de A. 
tubingensis com identidade de 94% (A. tubingensis Hoba5-41) 92% (A. tubingensis 
Cs/7/2) e 96% (A. tubingensis Cs/9/7). Entre as quatro sequências com maior 
identidade, apenas uma sequência pertencia à espécie A. niger, com 91% de 
identidade. 
A sequência da região ITS de A. tubingensis AN1257 ainda foi comparada 
com a sequência da linhagem padrão da coleção de culturas americana ATCC A. 
tubingensis MYA-4879, tendo sido encontrada uma identidade de 99,1% entre 548 
nucleotídeos sobrepostos (Figura 12) (HUANG; MILLER, 1991). 
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Figura 11 – Análise molecular da sequência ITS de A. tubingensis AN1257. (A) sequência da região 
amplificada. (B) gráfico de identidade e descrição das quatro primeiras sequências com 
maior identidade triadas a partir do Gene Bank com o programa BLAST. As demais 
sequências não são mostradas devido ao elevado número de sequências com identidade 
progressivamente menor que foram triadas 
A 
>130724-05_A01_AN1257_ITS1.ab1 1382 
GGGGTAAAGCACGCGAGGTCCTTTGGGCCCACCTCCCATCCGTGTCTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGG
CCCGCCGCCTGTCGGCCGCCGGGGGGGCGCCTCTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACA
CGAACACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTT
GGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGA
GTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAA
GCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACC
GCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACGTTTTC
CAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCATAAAGCCGGA
AGAATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCACCTCCATCCGTGTCTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGG
GCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGGGGGGCGCCTCTGCCCCGGGGCCGTGCCGCCGGAGACCCACACTGA
CCGGTTTGAAAAGCGTGCAGTCTGGAGTTTGATTGGAAGGCCATCCCTTAAAAACTTTTCACAATGGGGATCT
CTTGGGTTCCGGCCTCGAATAAAGAAACGCAGCGAAAATGCGGATAACTAAATGGTGGAATTTGCAGGAAATT
CATTGGAAATCATCCAGTTCTTTTGAAACGCCAATTGGGCCCCCGGGGGTATTTCCCGGGGGGGGGCCATTC
CCTTTCCCAAACCCTATTTTTGGCCCCCCAAACGCGCCTTTTTGTTTTTTTTGGGGGGGCCCCCCCCCCCCCT
TTCGGGGGGGGGGGGGGGCCGGGGCCCCAAAAAAAGGGCCCGCCCCCCCCGCCCACACCCCTTCACCCC
CCCCCCGGGGGGGGGGGTGGGTGGGTCCTTTGGCCCCCCCTCCCCCCTGTAATTAAAGGGGGAGGGGGG
CCCGGGCCCGCCGCGGGGTTTTTTAAAAACCCCTCCATTTTCCCCTTTTTTTTTTACTCCTCCTTTACAAAACA
AGAAGAAAAGGGGAGAAAAAAAAGGGGCGGCACAAAAATCTCCTTAAAAATCACCATATAAAACACTTGTCTT
TTTGGGGGGGGGAAAAAAAAAAAAGGGGAAAAAAAAGAAAAAACCCGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGGGG
GGGGTCCCACCCCCCCAAGG 
  
B 
 
 
 
Fonte: próprio autor.   
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Figura 12 – Comparação da sequência ITS de A. tubingensis AN1257 com a sequência de A. 
tubingensis MYA-4879. As sequências foram alinhadas através do programa LALIGN 
 
 
Fonte: próprio autor. 
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A região ITS também foi analisada para a espécie T. trachyspermus T10.5 e o 
produto gerado possuía 1111pb (Figura 13A). 
A análise da região amplificada para T. trachyspermus T10.5 revelou através 
da triagem do Gene Bank com o programa BLAST, três sequências homólogas de 
Talaromyces com maior score no alinhamento, as quais apresentaram 97% de 
identidade: T. trachyspermus (linhagens C234 e TT-IA-N-05) e T. assiutensis 
(linhagem CBS118440) (Figura 13B). Entretanto, outras linhagens de Eurotiales 
também apresentaram alta identidade à sequência ITS da linhagem T10.5, embora 
com um score e uma cobertura da sequência gradualmente menores (Figura 13B). 
 
5.3  CRESCIMENTO E INDUÇÃO DE ATIVIDADE ENZIMÁTICA EM FUNÇÃO DA 
FONTE DE CARBONO EM MEIO SÓLIDO 
 
Os diâmetros de crescimento e os IAE de celulases e amilases em meio 
sólido para cada linhagem estão mostrados na Figura 14. Amido e CMC induziram 
um crescimento da linhagem A. tubingensis AN1257 pouco inferior ao crescimento 
observado no meio controle contendo glicose após 3 a 5 dias de cultivo. A maior 
diferença entre o crescimento radial das culturas suplementadas com fontes 
poliméricas para com aquelas em glicose coincidiu com o período em que os índices 
de atividade enzimática se elevaram até atingir os maiores valores de IAE (3-5 dias). 
Após o quinto dia de cultivo, o crescimento radial nos meios suplementados com 
fontes poliméricas igualou o crescimento observado nas culturas suplementadas 
com glicose (Figura 14A). A atividade celulásica foi induzida rapidamente, 
considerando que a cultura foi iniciada com conídios. Os índices enzimáticos de 
celulases foram pouco superiores a 1,0. A atividade amilolítica, contudo, foi menor 
nos tempos iniciais, com IAE menores (Figura 14A). 
O crescimento da linhagem T. trachyspermus T10.5 foi semelhante em todas 
as culturas. A atividade celulásica e amilolítica foram superiores ao crescimento a 
partir do terceiro dia de cultivo, com índices pouco superiores a 1,0, muito 
provavelmente em decorrência do crescimento mais lento deste gênero em relação 
ao Aspergillus (Figura 14B). É possível observar que a atividade amilolítica foi 
induzida após o segundo dia de cultivo e em grande magnitude, ao passo que a 
atividade celulásica somente foi perceptível após o terceiro dia de cultivo (Figura 
14B). 
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Figura 13 – Análise molecular da sequência ITS de T. trachyspermus T10.5. (A) sequência da região 
amplificada. (B) gráfico de identidade e descrição das sequências com maior identidade 
triadas a partir do Gene Bank com o programa BLAST. As demais sequências não são 
mostradas devido ao elevado número de sequências com identidade progressivamente 
menor que foram triadas 
A 
>130724-05_C01_T105_ITS1.ab1 1111 
GGGTAACGACTGCGGGCCGCTCTGGGCCACCTCCACCCGTGTCTCTTGCGTACTTTGTTGCTTTGGCGGGC
CCACTGGGTCACTCCGGTCGCCGGGGGGCGCTATGCTCCCGGGCCCGTGCCCGCCAGAGCACCCCTGTGA
ACCCTGATGAAGAGCGGCTGTCTGAGTCCCACGATAATCGTTAAAACTTTCAACAGTGGATCTCTTGGTTCCG
GCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAGAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTG
AACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCTGCCCTCAAGCGCGG
CTTGTGTGTTGGGCGTGGTCCCCGTGCCTTTGGCGGGGACCTGCCCGAAAGGCAGCGGCGACGTCCCGCC
CAGTCCTATAGCGTATGGGGCTCTGTCACACGCTCGGGAGGGACTGGTGGGCGTTGGTCACCCCTTATTCTT
TCTAAAGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAGTTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAATCGCAGAGAGAAATC
ATTACCGAGTGCGGTGCCGCTCTGGGTCCAACCTCCACCGATGTCTCTGGCGTTAATTTGCTTGCTCTTGGC
GGAGCCACTGAGGTCACTCGTGTCGCCAGGGGGGCGCTTGTGCTCCGGCGCCCTGCCGCGAAGCACCTGT
GTAACCTGAATGAAAGAGCGGCTGCTCTGAGTTCACGATATATCGTTAACAACTTTCACAATGGGATCTGTTG
GGTTCTGCGTCGATGCAAGAAGCACGCAATGCGAGAAATAATGTGAATTGCAGAATTCTGTAATCTCAAGACT
TCAAGCAATTGTGCCTCGGCTTCTGGAGGGCAAGCTGTCAACGTCTTTTGCTCAGCGGACTGTGTTGTTTGG
GGTTGCCCCCGCCTTTAGGGGGAACGACCAAATGACTGAACCTCCCCCCCGGGGAAAGGGGCTTTCCCCCC
GGAAAGAACGGGGGGGTGGTCCCCTATTTTTCCCGGGAACCGACGGGGGAATACCCTAATTAGTGGTGGGA
GAAAAAAAAAAAAGAACCGAGCCTGTGGCTGATGAA 
  
B 
 
 
 
Fonte: próprio autor. 
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Figura 14 – Efeito da fonte de carbono sobre o crescimento e a produção de enzimas por A. 
tubingensis AN1257 (A) e T. trachyspermus T10.5 (B). Ambas as espécies foram 
cultivadas em meio sólido suplementado com glicose ou fontes de carbono poliméricas 
(amido e CMC) e incubadas a 30ºC. Os halos de degradação do substrato foram 
revelados conforme descrito na metodologia e os índices de atividade enzimática foram 
calculados pela razão diâmetro do halo de degradação do substrato/ diâmetro da 
colônia 
A 
 
 
 
B 
  
 
 
    
   
 
 
Fonte: próprio autor. 
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5.4 CRESCIMENTO E FISIOLOGIA EM FUNÇÃO DA FONTE DE CARBONO EM 
MEIO LÍQUIDO 
 
5.4.1 Crescimento e fisiologia da linhagem A. tubingensis AN1257 em função 
da fonte de carbono 
 
O crescimento de A. tubingensis AN1257 em meio líquido suplementado com 
glicose, amido ou CMC foi investigado, assim como os parâmetros bioquímicos do 
crescimento e cultivo. Os resultados são mostrados na Figura 15 (glicose), Figura 16 
(amido) e Figura 17 (CMC). 
Não foi detectada nenhuma atividade de ambas as enzimas, amilase ou 
endoglucanase quando A. tubingensis AN1257 foi cultivado em meio líquido 
suplementado com glicose (Figura 15B). Uma baixa atividade de amilase foi 
produzida em meio líquido suplementado com amido (Figura 16B) e não foi 
observada atividade detectável de endoglucanase em meio suplementado com CMC 
(Figura 17B). 
O crescimento de A. tubingensis AN1257 atingiu 1,35 ± 0,00mg/mL após 48h 
de cultivo em meio líquido suplementado com glicose (Figura 15A). Um decréscimo 
de biomassa após 96h de cultivo nestas condições foi coincidente com a drástica 
redução da concentração de glicose (Figura 15A). A concentração máxima de 
proteínas intracelulares (18,98 ± 0,04µg/mg) foi encontrada após 12h de cultivo, com 
gradual decréscimo a partir deste tempo (Figura 15B). As proteínas extracelulares 
na cultura apresentaram concentração mais elevada no início, sendo provenientes, 
provavelmente, da presença dos conídios utilizados como inóculo. Sua concentração 
teve um rápido decréscimo até 24h e discreta elevação no período de 72-144h de 
cultivo em meio suplementado com glicose. A elevação na concentração de 
proteínas extracelulares coincidiu com o decréscimo na concentração intracelular de 
proteínas (Figura 15B). O pH diminuiu para 2,81 após 24h e manteve-se próximo a 
2,0 de 48h até o final do cultivo, quando a biomassa voltou a aumentar, 
provavelmente em decorrência da liberação de nutrientes no meio a partir de células 
que estavam em processo de morte e lise (Figura 15A).  
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Figura 15 – Crescimento e fisiologia da linhagem A. tubingensis AN1257 cultivada em meio líquido 
suplementado com glicose. (A) formação de biomassa (peso seco), concentração do 
substrato glicose, AR e pH extracelular. (B) concentração de proteínas intra e 
extracelulares e atividades de amilase e endoglucanase.  As culturas foram incubadas 
por 8 dias a 30ºC sob agitação de 150rpm 
A 
 
  
B 
 
Fonte: próprio autor. 
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Uma pequena atividade amilolítica (6,00 ± 0,42U/mL.min) foi detectada depois 
de 12h de cultivo da linhagem A. tubingensis AN1257 em meio suplementado com 
amido (Figura 16B). O consumo do substrato pela linhagem AN1257 foi completo 
após 24h, quando a concentração de amido foi reduzida para próximo de zero. O 
decréscimo abrupto na concentração de amido foi coincidente com a máxima 
concentração de glicose e AR, que foi determinada nas amostras de 24h (Figura 
16A). Após essa rápida liberação de AR a partir do amido, houve um decréscimo 
gradual da concentração de glicose e destes açúcares, cuja concentração atingiu 
valores próximos a zero após 72h de cultivo (Figura 16A). De acordo com a Figura 
16A, as curvas de concentração de glicose e AR liberados a partir de amido são 
coincidentes, indicando que foi produzida uma atividade de glicoamilase, o que é 
característico do gênero Aspergillus. O crescimento exponencial da linhagem 
AN1257 em meio suplementado com amido ocorreu no período de 12-24h, quando a 
biomassa atingiu 1,25 ± 0,12 mg/mL. Assim como nas culturas cujo meio foi 
suplementado com glicose (Figura 15A), a cultura preparada em meio suplementado 
com amido teve um decréscimo em biomassa após 96h de cultivo, quando todas as 
fontes de carbono estavam esgotadas (Figura 16A). A recuperação posterior do 
crescimento pode ser devida à morte celular e liberação de nutrientes intracelulares, 
como sugerido pelo aumento ínfimo da concentração de glicose e AR após 120h 
(Figura 16A). A concentração máxima de proteínas intracelulares ocorreu após 12 e 
24h de cultivo, com 18,56 ± 0,72µg/mg e 17,78 ± 1,03µg/mg, respectivamente, ao 
mesmo tempo em que a cultura permaneceu em crescimento exponencial (Figura 
16A e B). Em seguida, houve diminuição da concentração de proteínas 
intracelulares, e leve aumento após 120h, acompanhando a leve recuperação do 
crescimento (Figura 16A e B). O crescimento da linhagem também foi seguido de 
acidificação do meio, como se pode verificar pela diminuição do pH para 2,88 ± 0,00 
(24h). Como nas culturas suplementadas com glicose, o pH foi mantido próximo a 
2,0 de 48h até o final do processo (Figura 16A). 
A suplementação das culturas da linhagem A. tubingensis AN1257 com CMC 
não induziu a produção de endoglucanases em quantidade mensurável através da 
metodologia empregada (Figura 17B).  
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Figura 16 – Crescimento e fisiologia da linhagem A. tubingensis AN1257 cultivada em meio líquido 
suplementado com amido. (A) formação de biomassa (peso seco), concentração do 
substrato amido, glicose, AR liberados e pH extracelular. (B) concentração de proteínas 
intra e extracelulares e atividade de amilase. As culturas foram incubadas por 8 dias a 
30ºC sob agitação de 150rpm 
A 
 
  
B 
 
Fonte: próprio autor. 
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Entretanto, é possível observar que houve liberação de AR (0,13 ± 
0,001mg/mL após 24h), mas não de glicose, a partir do substrato, o que é indicativo 
da presença de endoglucanases, mas não de celobiohidrolases ou beta-glicosidases 
(Figura 17A). A concentração de AR aumentou após 48h (0,34 ± 0,02mg/mL) e até 
144h (0,52 ± 0,05mg/mL) ao passo que a concentração de glicose flutuou em 
quantidades próximas a zero (Figura 17A). Também foi verificado, juntamente com o 
aumento da concentração de AR, um crescimento da linhagem AN1257, embora a 
formação de biomassa (0,37 ± 0,02mg/mL após 24h) tenha sido bastante inferior à 
observada nos meios suplementados com glicose e amido (Figura 15A, Figura 16A e 
Figura 17A). Da mesma forma, a concentração de proteínas intracelulares foi menor 
na biomassa cultivada em meio suplementado com CMC (13,07 ± 2,55µg/mg após 
24h) do que na biomassa formada em meio suplementado com as demais fontes de 
carbono (Figura 15B, Figura 16B e Figura 17B). Seguindo o padrão observado nas 
demais culturas, a concentração de proteínas extracelulares, foi maior após a 
inoculação do meio com conídios e diminuiu após 24h de cultivo em meio 
suplementado com CMC, permanecendo praticamente constante até o final do 
processo (Figura 17B).  A suplementação do meio com CMC resultou em um efeito 
tamponante que impediu a diminuição abrupta do pH. Este atingiu um valor de pH 
5,21 após 24h e permaneceu em torno de pH 4,7 nos demais tempos de cultivo 
(Figura 17A) muito acima do que se observou para as culturas suplementadas com 
amido e glicose (Figura 15A e Figura 16A). 
A diminuição do pH para 2,62 ± 0,03 forçada pela adição de ácido após 12h 
de cultivo em meio suplementado com CMC aumentou o crescimento da linhagem 
A. tubingensis AN1257, embora a concentração de AR não tenha aumentado em 
relação às culturas que não foram acidificadas (Figura 18A). A atividade de 
endoglucanase permaneceu não detectável (Figura 18B). As concentrações de 
proteínas intracelulares e extracelulares foram menores após 24h de cultivo e 
permaneceram constantes até 192h de análise (Figura 18B). 
Com a diminuição da concentração do CMC para 0,5%, o crescimento, a 
liberação de AR e a produção de proteínas extracelulares foram prejudicados, com 
valores de 0,24 ± 0,01mg/mL, 0,19 ± 0,00 mg/mL e 0,15 ± 0,01µg/µL após 48h de 
cultivo, respectivamente. O pH em 48h de cultivo foi de 4,76 ± 0,08 e permaneceu 
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constante até o final do bioprocesso. Também nenhuma produção de 
endoglucanase foi detectada (Figura 19). 
 
Figura 17 – Crescimento e fisiologia da linhagem A. tubingensis AN1257 cultivada em meio líquido 
suplementado com CMC. (A) formação de biomassa (peso seco), concentração de 
glicose, AR e pH extracelular. (B) concentração de proteínas intra e extracelulares e 
atividade de endoglucanase. As culturas foram incubadas por 8 dias a 30ºC sob agitação 
de 150rpm 
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B 
 
Fonte: próprio autor. 
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Figura 18 – Crescimento e fisiologia da linhagem A. tubingensis AN1257 cultivada em meio líquido 
suplementado com CMC e pH reduzido pela adição de ácido. (A) formação de biomassa 
(peso seco), concentração de glicose, AR liberados ao longo do cultivo e pH extracelular. 
(B) concentração de proteínas intra e extracelulares e atividade de endoglucanase. As 
culturas foram incubadas por 8 dias a 30ºC sob agitação de 150rpm 
A 
 
  
B 
 
Fonte: próprio autor. 
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Figura 19 – Crescimento e fisiologia da linhagem A. tubingensis AN1257 cultivada em meio líquido 
suplementado com CMC 0,5%. (A) formação de biomassa (peso seco), concentração de 
glicose, AR liberados ao longo do cultivo e pH extracelular. (B) concentração de proteínas 
intra e extracelulares e atividade de endoglucanase. As culturas foram incubadas por 8 
dias a 30ºC sob agitação de 150rpm 
A 
 
  
B 
 
Fonte: próprio autor. 
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Quando a linhagem AN1257 foi cultivada em meio suplementado com 
concentração reduzida de CMC (0,5%) e pH forçado para 2,64 ± 0,00 pela adição de 
ácido após 12h de cultivo, também verificou-se aumento da formação de biomassa 
nos tempos iniciais de cultivo, ao se comparar com a cultura que não foi acidificada 
(Figura 17A e Figura 20A). A produção de biomassa foi superior no tempo de 48h, 
0,53 ± 0,04mg/mL, com diminuição gradativa após esse tempo (Figura 20A). A 
liberação de AR e a concentração de proteínas extracelulares foram inferiores ao 
meio inicial suplementado com CMC 1% (Figura 17A e B; Figura 20A e B). A 
concentração de proteínas intracelulares, contudo, foi aproximadamente três vezes 
superior à determinada na biomassa cultivada no meio inicial durante 24h (45,56 ± 
1,81µg/mg) diminuindo nos tempos posteriores.  
 
5.4.2 Crescimento e fisiologia da linhagem T. trachyspermus T10.5 em função da 
fonte de carbono 
 
O crescimento e a resposta fisiológica da linhagem T. trachyspermus T10.5 
cultivada em diferentes fontes de carbono também foram investigados (Figura 21, 
Figura 22 e Figura 23). 
Em meio suplementado com glicose foi detectada uma pequena atividade de 
amilase (13,33 ± 2,43U/mL.min) detectada após 144h de cultivo. Nestas condições, 
nenhuma atividade de endoglucanase foi observada (Figura 21B). Em relação à 
biomassa, o peso seco atingiu 0,06 ± 0,00mg/mL após 48h de cultivo (Figura 21A). 
No período de 72h até 120h, a curva de crescimento foi característica de uma 
cultura em fase estacionária, seguindo-se um declínio após 144h (Figura 21A).  O 
pH diminuiu para 4,25 ± 0,02 depois de 48h, ao passo que todo o substrato (glicose) 
foi consumido neste período (Figura 21A). Após 72h o pH aumentou para 7,60 ± 
0,06, com aumento gradativo até 192h de cultivo, com o máximo de 8,92 ± 0,08 
(Figura 21A). A alcalinização do meio pela linhagem T. trachyspermus T10.5 foi 
oposta ao que se verificou nas culturas da linhagem A. tubingensis AN1257, cujo 
cultivo era acompanhado de redução do pH para valores próximos a 2,0 (Figura 
15A).  
A concentração de proteínas intracelulares na biomassa de T. trachyspermus 
T10.5  foi  de 3,82 ± 0,59µg/mg  em  48h de análise, acompanhando o crescimento e  
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Figura 20 – Crescimento e fisiologia da linhagem A. tubingensis AN1257 cultivada em meio líquido 
suplementado com CMC 0,5% e pH reduzido pela adição de ácido. (A) formação de 
biomassa (peso seco), concentração de glicose, AR liberados ao longo do cultivo e pH 
extracelular. (B) concentração de proteínas intra e extracelulares e atividade de 
endoglucanase. As culturas foram incubadas por 8 dias a 30ºC sob agitação de 150rpm 
A 
 
  
B 
 
Fonte: próprio autor. 
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diminuindo discretamente ao final da fase estacionária e declínio da cultura (Figura 
21B). A concentração de proteínas extracelulares, que no início era maior e 
decorrente do inóculo adicionado ao meio, diminuiu de forma mais intensa no 
período de 24 a 48h, correlacionando com a fase de crescimento da cultura (Figura 
21A e B). Após esse período, a queda na concentração de proteínas extracelulares 
foi mais gradual (Figura 21B). 
A suplementação do meio com amido (Figura 22) induziu fortemente a 
produção de amilase pela linhagem T. trachyspermus T10.5 (Figura 22B). Após 48h 
de cultivo foi determinada no filtrado da cultura uma atividade amilolítica de 239,2 ± 
11U/mL.min cujo aparecimento coincidiu com o menor valor de pH (4,54 ± 0,07) 
observado  ao longo do processo (Figura 22A e B). Neste período, todo o amido foi 
consumido e a cultura atingiu a maior taxa de crescimento, após a qual entrou na 
fase estacionária. A mensuração da biomassa foi possível somente após 48h de 
cultivo quando atingiu 0,06 ± 0,00mg/mL (Figura 22A).  
A concentração de glicose permaneceu com valores próximos de zero em 
meio suplementado com amido (Figura 22A). Após o tempo de 48h, o pH aumentou 
progressivamente até atingir 8,93 ± 0,16 após 8 dias de cultivo como observado para 
as culturas preparadas em meio suplementado com glicose (Figura 21A e Figura 
22A). A concentração de proteínas intracelulares determinada após 48h atingiu 4,06 
± 0,57µg/mg, elevando-se de forma discreta até 96h e diminuindo em seguida até 
192h. Após formação da biomassa, a concentração de proteínas extracelulares não 
sofreu muita alteração, assim como a atividade amilolítica produzida, que 
permaneceu razoavelmente estável (Figura 22A e B). 
Em meio suplementado com CMC, a produção de endoglucanase pela 
linhagem T10.5 não foi detectável e a concentração de AR e glicose foram muito 
reduzidas (Figura 23A e B). Além disso, não foi observado o decréscimo inicial do 
pH que se observava quando as culturas eram preparadas em meio suplementado 
com glicose e amido (Figura 21A, Figura 22A e Figura 23A). Em meio suplementado 
com CMC verificou-se um aumento gradativo do pH desde os tempos iniciais até 
atingir 8,87 ± 0,25 após 8 dias de cultivo. Entretanto, os valores de biomassa foram 
semelhantes aos determinados nos meios suplementados com glicose e amido. A 
concentração de proteínas extracelulares também permaneceu muito baixa e 
reduziu de forma gradual. Os picos máximos de concentração de proteínas 
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intracelulares ocorreram após 72h e 120h, com 14,02 ± 1,13 e 11,60 ± 1,91 µg/mg, 
respectivamente (Figura 23B). 
 
Figura 21 – Crescimento e fisiologia da linhagem T. trachyspermus T10.5 cultivada em meio líquido 
suplementado com glicose. (A) formação de biomassa (peso seco), concentração do 
substrato glicose, AR e pH extracelular. (B) concentração de proteínas intra e 
extracelulares e atividades de amilase e endoglucanase. As culturas foram incubadas por 
8 dias a 30ºC sob agitação de150rpm 
A 
 
  
B 
 
Fonte: próprio autor. 
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Figura 22 – Crescimento e fisiologia da linhagem T. trachyspermus T10.5 cultivada em meio líquido 
suplementado com amido. (A) formação de biomassa (peso seco), concentração do 
substrato amido, de glicose, AR e pH extracelular. (B) concentração de proteínas intra e 
extracelulares e atividade de amilase. As culturas foram incubadas por 8 dias a 30ºC sob 
agitação de 150rpm 
A 
 
  
B 
 
Fonte: próprio autor. 
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Figura 23 – Crescimento e fisiologia da linhagem T. trachyspermus T10.5 cultivada em meio líquido 
suplementado com CMC. (A) formação de biomassa (peso seco), concentração de 
glicose, AR e pH extracelular. (B) concentração de proteínas intra e extracelulares e 
atividade de endoglucanase. As culturas foram incubadas por 8 dias a 30ºC sob 
agitação de 150rpm 
A 
 
  
B 
 
Fonte: próprio autor. 
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5.5 GERMINAÇÃO E CRESCIMENTO APICAL EM RESPOSTA À FONTE DE 
CARBONO E À ATIVAÇÃO DE PKC 
 
5.5.1 Germinação e crescimento apical de A. tubingensis AN1257 em função da 
fonte de carbono e da ativação de PKC 
 
A análise da germinação de A. tubingensis AN1257 em função da fonte de 
carbono e da ativação de PKC pode ser analisada através da Figura 24 (glicose), 
Figura 25 (amido) e Figura 26 (CMC).  
Essa linhagem apresentou uma transição mais rápida para o crescimento 
polar quando cultivada em meio suplementado somente com glicose, com 
polarização de 36,0 ± 4,3% dos conídios após 6h de cultivo, contra 1,3 ± 0,9% e 2,7 
± 1,9% de conídios polarizados determinados nas culturas suplementadas somente 
com amido ou CMC, respectivamente (Figura 24, Figura 25 e Figura 26). A 
polarização completa, de 100,0% dos conídios, ocorreu após 8h no meio 
suplementado com glicose e foi induzida somente após 12h pelas demais fontes de 
carbono (Figura 24, Figura 25 e Figura 26).  
A extensão do tubo germinativo pela linhagem A. tubingensis AN1257 
também diminuiu em função da suplementação do meio com fontes de carbono 
complexas, pois 65,0 ± 0,8% e 98,7 ± 1,9% dos conídios cultivados em glicose 
possuíam tubo germinativo após 8 e 10h de cultivo, contra apenas 9,0 ± 2,4% e 77,3 
± 2,5% dos conídios cultivados em meio com amido. Após 8 e 10h de cultivo em 
meio suplementado com CMC, 20,0 ± 3,3% e 63,0 ± 2,4% dos conídios 
apresentaram tubo germinativo estendido. Após 12h, 52,7 ± 4,2% dos conídios 
germinados em glicose possuíam 2 tubos germinativos, contra 0,7 ± 0,9% em meio 
com amido e 0,0 ± 0% em meio com CMC (Figura 24, Figura 25 e Figura 26). 
Em meio suplementado com glicose e acrescido de PDBu, observou-se um 
atraso na polarização dos conídios, sendo que apenas 2,0 ± 1,6% dos conídios 
apresentavam-se polarizados após 6h de cultivo. Entretanto, nas culturas controle, 
suplementadas com glicose às quais se adicionou DMSO, também se verificou um 
atraso na polarização, embora menos pronunciado (Figura 24). 
O surgimento de células com dois tubos germinativos foi diminuída pela 
adição de PDBu no meio contendo glicose, de 52,7 ± 3,4% para 29,0 ± 0,8% no 
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tempo de 12h (Figura 24). Nas culturas suplementadas com glicose e acrescidas de 
DMSO (controle) a proporção de células bigerminadas foi muito mais elevada, 
indicando que, neste caso, o efeito do PDBu no atraso da emissão do segundo tubo 
germinativo foi real (Figura 24). 
 
Figura 24 – Germinação e extensão apical de A. tubingensis AN1257 em resposta à fonte de carbono 
glicose. A germinação dos conídios, polarização e extensão apical foram acompanhadas 
após cultivo em meio suplementado com glicose, glicose com adição de PDBu na 
concentração de 5μg/μL e glicose com adição do solvente DMSO na concentração de 
0,1%,  a 30ºC por 12h, conforme indicado na figura 
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Fonte: próprio autor. 
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Figura 25 – Germinação e extensão apical de A. tubingensis AN1257 em resposta à fonte de carbono 
amido. A germinação dos conídios, polarização e extensão apical foram acompanhadas 
após cultivo em meio suplementado com amido, amido com adição de PDBu na 
concentração de 5μg/μL e amido com adição do solvente DMSO na concentração de 
0,1%,  a 30ºC por 12h, conforme indicado na figura 
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Fonte: próprio autor. 
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Figura 26 – Germinação e extensão apical de A. tubingensis AN1257 em resposta à fonte de carbono 
CMC. A germinação dos conídios, polarização e extensão apical foram acompanhadas 
após cultivo em meio suplementado com CMC, CMC com de PDBu na concentração de 
5μg/μL e CMC com adição do solvente DMSO na concentração de 0,1%,  a 30ºC por 
12h, conforme indicado na figura 
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Fonte: próprio autor. 
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Em meio suplementado com amido, comparando-se os meios sem e com 
PDBu, a proporção de conídios apolares diminuiu de 44,0 ± 1,6% para 26,0 ± 1,6% 
com evidente aumento na proporção de conídios com tubo germinativo, de 9,0 ± 
2,4% para 59,3 ± 2,5% após 8h de cultivo (Figura 25). Um efeito semelhante, mas 
bem menos pronunciado foi verificado nas culturas suplementadas com amido e 
adicionadas com DMSO, na ausência de PDBu (Figura 25).  
O atraso na polarização foi evidente também após 8h de cultivo em meio 
suplementado com CMC aos quais adicionou-se PDBu: 91,0 ± 4,1% dos conídios 
eram apolares enquanto no meio sem o PDBu a proporção era de 32,0 ± 3,3%. 
(Figura 26). Contudo, a adição de DMSO nas culturas suplementadas com CMC 
também atrasou a polarização conidial, indicando que nestas condições o efeito 
inibitório foi causado principalmente pelo solvente (Figura 26). 
Após 10h, verificou-se que o crescimento foi recuperado pela linhagem, sendo 
que nas três fontes de carbono analisadas e na presença do ativador de PKC, a 
maioria dos conídios apresentava tubo germinativo, em proporções de 94,0 ± 1,6% 
(glicose), 98,0 ± 1,6% (amido) e 75,0 ± 4,1(CMC) (Figura 24, Figura 25 e Figura 26).  
De forma geral, foi verificado que o ativador de PKC, PDBu apresentou um 
efeito inibitório sobre a emissão do segundo tubo germinativo nos conídios 
cultivados em meio suplementado com glicose, enquanto que seu efeito inibitório 
sobre a polarização, se existente, foi sobreposto pelo efeito inibitório do solvente 
DMSO. Ao contrário, a polarização dos conídios cultivados em meio suplementado 
com amido parece ter sido estimulada pela adição de PDBu, embora os resultados 
mostrem que o solvente DMSO também teve participação nesta estimulação (Figura 
24, Figura 25 e Figura 26). 
A influência da fonte de carbono e da ativação de PKC sobre o crescimento 
apical da linhagem AN1257 também pode ser observada pelo tamanho dos conídios 
e extensão dos tubos germinativos. Os dados apresentados na Tabela 3, Tabela 4 e 
Tabela 5 mostram que houve um aumento do diâmetro dos conídios cultivados em 
glicose, de 3,9 ± 0,9µm a 7,0 ± 0,2µm, ao passo que os conídios cultivados em meio 
suplementado com amido aumentaram o diâmetro de 4,3 ± 0,4µm a 5,3 ± 0,4µm e 
aqueles cultivados em meio com CMC apresentaram um aumento de 4,4 ± 0,3µm a 
5,6 ± 0,6µm após 6h de cultivo. Após 10h de cultivo, os tubos germinativos 
apresentaram extensão de 67,9 ± 19,8µm, 21,8 ± 12,1µm e 30,6 ± 13,8µm em meio 
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de cultivo suplementado com glicose, amido e CMC, respectivamente (Tabela 3, 
Tabela 4 e Tabela 5). 
Quanto ao tamanho dos conídios e extensão dos tubos germinativos de A. 
tubingensis na presença de PDBu, mostrados na Tabela 3 (glicose), Tabela 4 
(amido) e Tabela 5 (CMC), tem-se que o crescimento isotrópico também foi 
observado após 6h de cultivo nos três meios analisados. A extensão média do tubo 
germinativo, após 12h de cultivo, foi menor no meio suplementado com CMC, 66,9 ± 
34µm, enquanto nos meios suplementados com glicose e amidos foram 
semelhantes, com 130 ± 48,7μm e 125,5 ± 17,5μm, respectivamente. 
A adição do solvente DMSO às culturas de A. tubingensis AN1257 não 
impediu a ocorrência do crescimento isotrópico após 6h de cultivo, independente da 
fonte de carbono utilizada. A extensão média do tubo germinativo foi superior no 
meio suplementado com glicose e DMSO quando comparado aos meios contendo 
amido e CMC, nas análises das amostras coletadas após 10h e 12h (Tabela 3, 
Tabela 4 e Tabela 5). 
Os altos desvios padrões refletem a ocorrência de populações de células 
heterogêneas encontradas em diferentes estágios de crescimento inicial. 
 
Tabela 3 – Dimensões dos conídios e tubos germinativos de A. tubingensis AN1257 durante a  
expansão isotrópica e crescimento apical em função da fonte de carbono glicose, efeito 
da adição de PDBu (5μg/μL) e efeito do solvente DMSO (0,1%) 
Fonte de 
carbono 
Tempo 
(h) 
Dimensões celulares 
(média ± dp; μm) 
Apolar Polar Tubo 
germinativo 
Bigerminado 
Glicose 
0 3,9 ± 0,6 6,0  ± 0,0 - - 
6 7,0 ± 0,2 9,6 ± 0,7 - - 
8 - 13,6 ± 1,9 19,7 ± 5,7 - 
10 - - 67,9 ± 19,8 104,1 ± 49,2 
12 - - 149,0 ± 55,7 267,3 ± 58,6 
 
Glicose + 
PDBu 
0 3,7 ± 0,1 - - - 
6 7,6 ± 1,5 8,3 ± 0,8 - - 
8 5,7 ± 2,1 10,9 ± 0,8 20,5 ± 7,8 - 
10 - - 56,9 ± 27,1 59,3 ± 9,9 
12 - - 130,0 ± 48,7 180,6 ± 45,3 
Glicose + 
DMSO 
0 3,9 ± 0,3 - - - 
6 7,6 ± 1,4 10,5 ± 1,2 - - 
8 9,2 ± 0,9 11,5 ± 1,9 18,2 ± 7,4 - 
10 - - 83,2 ± 34,7 - 
12 - - 184,1 ± 55,7 227,5 ± 63,4 
Fonte: próprio autor. 
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Tabela 4 – Dimensões dos conídios e tubos germinativos de A. tubingensis AN1257 durante a  
expansão isotrópica e crescimento apical em função da fonte de carbono amido, efeito da 
adição de PDBu (5μg/μL) e efeito do solvente DMSO (0,1%) 
Fonte de 
carbono 
Tempo 
(h) 
Dimensões celulares 
(média ± dp; μm) 
Apolar Polar Tubo 
germinativo 
Bi-germinado 
Amido 
0 4,3 ± 0,4 - - - 
6 5,3 ± 0,4 - - - 
8 6,4 ± 0,8 8,9 ± 0,9 14,2 ± 5,8 - 
10 - - 21,8 ± 12,1 - 
12 - - 110,4 ± 25,3 - 
Amido + 
PDBu 
0 3,7 ± 0,3 - - - 
6 5,8 ± 0,7 - - - 
8 8,2 ± 0,6 9,3 ± 0,5 18,5 ± 6,1 23,0 ± 0,0 
10 - - 33,9 ± 16,4 17,1 ± 0,0 
12 - - 125,5 ± 17,5 183,5 ± 0,0 
Amido + 
DMSO 
0h 4,2 ± 0,5 - - - 
6h 5,8 ± 0,8 7,9 ± 0,4 - - 
8h 6,0 ± 0,7 7,1 ± 1,6 14,7 ± 2,7 - 
10h 7,4 ± 0,6 8,6 ± 0,5 44,2 ± 33,1 - 
12h - - 101,2 ± 40,8 137,3 ± 0,0 
Fonte: próprio autor. 
 
Tabela 5 – Dimensões dos conídios e tubos germinativos de A. tubingensis AN1257 durante a  
expansão isotrópica e crescimento apical em função da fonte de carbono CMC, efeito da 
adição de PDBu (5μg/μL) e efeito do solvente DMSO (0,1%) 
Fonte de 
carbono 
Tempo 
(h) 
Dimensões celulares 
(média ± dp*; μm) 
Apolar Polar Tubo 
germinativo 
Bi-germinado 
CMC 
0 4,4 ± 0,3 - - - 
6 5,6 ± 0,6 - - - 
8 6,2 ± 1,1 8,5 ± 0,8 13,3 ± 3,8 - 
10 6,2 ± 1,0 8,9 ± 0,9 30,6 ± 13,8 - 
12 - - 117,4 ± 35,6 - 
CMC + 
PDBu 
0 3,7 ± 0,2 - - - 
6 4,9 ± 0,6 - - - 
8 6,2 ± 1,3 9,0 ± 0,5 14,8 ± 8,0 - 
10 6,1 ± 0,8 - 22,7 ± 7,2 16,2 ± 0,0 
12 - - 66,9 ± 34,0 101,5 ± 0,0 
CMC + 
DMSO 
0 3,8 ± 0,3 - - - 
6 5,7 ± 0,8 5,1 ± 0,0 - - 
8 5,8 ± 1,6 7,6 ± 0,7 14,8 ± 5,5 - 
10 5,0 ± 1,0 8,8 ± 0,6 22,4 ± 9,2 - 
12 4,6 ± 1,5 - 77,7 ± 22,3 151,2 ± 8,1 
Fonte: próprio autor. 
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A germinação e extensão polarizada de A. tubingensis AN1257 nos meios de 
cultura suplementados com diferentes fontes de carbono estão ilustradas na Figura 
27. 
 
Figura 27 – Germinação e extensão polarizada de A. tubingensis AN1257 em meio suplementado 
com glicose (A), amido (B) e CMC (C) nos tempos iniciais de cultivo 
 
Fonte: próprio autor. 
 
5.5.2 Germinação e crescimento apical de T. trachyspermus T10.5 em função da 
fonte de carbono e da ativação de PKC 
 
Os resultados da germinação e extensão do tubo germinativo apontaram que 
a linhagem T. trachyspermus T10.5 possui crescimento inicial mais lento que a 
linhagem AN1257 visto que a polarização dessa linhagem foi evidente somente após 
12h de cultivo (Figura 28, Figura 29 e Figura 30).  
As análises de 14 e 16h evidenciaram que amido e CMC atrasam o 
crescimento apical de T. trachyspermus T10.5. No tempo de 14h, a proporção de 
esporos apolares, polares e com tubo germinativo era de 31,0 ± 5,7%; 34,0 ± 0,0% e 
35 ± 5,7% nas culturas em glicose, contra 40,0 ± 0,0%; 45,0 ± 0,8% e 14,0 ± 1,6% 
em amido ou 90,0 ± 4,9%; 6,0 ± 1,6% e 4,0 ± 3,3% em CMC. Após 16h de cultivo em 
meio com glicose, 58,0 ± 3,3% dos esporos possuíam tubo germinativo estendido e 
10,0 ± 0,0% eram bigerminados, enquanto que nas demais culturas esses valores 
foram 38,0 ± 3,3% e 1,0 ± 0,8% (amido) e 9,0 ± 5,7% e 0,0 ± 0,0% (CMC). 
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Semelhante ao tempo de 16h, o perfil de polarização e extensão apical permaneceu 
atrasado nos meios suplementados com amido e CMC após 18h de cultivo, sendo 
que 49% dos esporos germinados possuíam 2 tubos germinativos quando a fonte de 
carbono oferecida era glicose, contra apenas 4% em amido e 8,6% em CMC (Figura 
28, Figura 29 e Figura 30). Após 22h, o crescimento das culturas suplementadas 
com fontes complexas igualou o das culturas suplementadas com glicose (dados 
não mostrados). 
Em presença de PDBu, a germinação e extensão do tubo germinativo de T. 
trachyspermus T10.5 foi atrasada em todos os tempos analisados, independente da 
fonte de carbono, de forma que praticamente todos os esporos permaneceram 
apolares, conforme se pode notar na Figura 28 (glicose), Figura 29 (amido) e Figura 
30 (CMC). 
Nas culturas adicionadas de DMSO, a polarização inicial ocorreu de forma 
mais intensa após 12 e 14h, como também foi observado nas culturas sem adição 
deste solvente (Figura 28, Figura 29 e Figura 30).  
Entretanto, um efeito inibitório sobre a polarização também pode ser atribuído 
ao solvente DMSO, uma vez que a proporção de células apolares, no tempo de 16h, 
aumentou na cultura suplementada com glicose e acrescida de DMSO (45,0 ± 2,4%) 
quando comparado ao mesmo meio sem DMSO (19,0 ± 0,8%) (Figura 28). 
Resultado semelhante foi observado para as culturas preparadas em meio contendo 
amido e DMSO, no qual a proporção média de formas polares e com tubo 
germinativo (65,5%) foi inferior ao meio sem DMSO (83%) (Figura 29). 
Os resultados de 16h foram semelhantes àqueles do tempo de 14h. O perfil 
foi alterado após 18h de cultivo, com crescimento adiantado nos meios contendo 
DMSO, o qual foi verificado pela maior proporção das formas com tubo germinativo e 
bigerminadas em glicose (86,7% versus 72%), amido (88,0% versus 48,7%) e CMC 
(93,7% versus 46%) em relação aos meios sem solvente (Figura 28, Figura 29 e 
Figura 30).  
Nas culturas suplementadas com CMC, o efeito estimulatório do DMSO foi 
observado desde as 14h de cultivo, quando se observou menor quantidade de 
esporos apolares (54,0 ± 5,9% versus 9,0 ± 4,9%) e maior quantidade de formas 
polares (18,0 ± 7,1% versus 6,0 ± 1,6%) e com tubo germinativo (27,3 ± 6,2% versus 
4,0 ± 3,3%) quando comparado ao meio sem solvente (Figura 30). 
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Figura 28 – Germinação e extensão apical de T. trachyspermus T10.5 em resposta à fonte de 
carbono glicose. A germinação dos esporos, polarização e extensão apical foram 
acompanhadas após cultivo em meio suplementado com glicose, glicose com adição de 
PDBu na concentração de 5μg/μL e glicose com adição do solvente DMSO na 
concentração de 0,1%,  a 30ºC por 18h, conforme indicado na figura 
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Fonte: próprio autor. 
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Figura 29 – Germinação e extensão apical de T. trachyspermus T10.5 em resposta à fonte de 
carbono amido. A germinação dos esporos, polarização e extensão apical foram 
acompanhadas após cultivo em meio suplementado com amido, amido com adição de 
PDBu na concentração de 5μg/μL e amido com adição do solvente DMSO na 
concentração de 0,1%,  a 30ºC por 18h, conforme indicado na figura 
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Fonte: próprio autor. 
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Figura 30 – Germinação e extensão apical de T. trachyspermus T10.5 em resposta à fonte de 
carbono CMC. A germinação dos esporos, polarização e extensão apical foram 
acompanhadas após cultivo em meio suplementado com CMC, CMC com adição de 
PDBu na concentração de 5μg/μL e CMC com adição do solvente DMSO na 
concentração de 0,1%,  a 30ºC por 18h, conforme indicado na figura 
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Fonte: próprio autor. 
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Quanto às dimensões celulares de T. trachyspermus T10.5, ao se considerar 
média ± desvio padrão, não houve variação detectável ao microscópio entre o 
comprimento versus largura dos esporos, independente da fonte de carbono 
estudada ou do tempo de análise (Tabela 6, Tabela 7 e Tabela 8).  
O tamanho dos esporos polarizados aumentou discretamente em relação aos 
esporos apolares, em função do tempo, mas de forma independente da fonte de 
carbono. Os esporos contendo tubo germinativo e os esporos bigerminados 
aumentaram sua extensão com o tempo de análise, mas também não houve 
diferença entre as fontes de carbono estudadas (Tabela 6, Tabela 7 e Tabela 8). 
 
Tabela 6 – Dimensões dos esporos e tubos germinativos de T. trachyspermus T10.5 durante a  
expansão isotrópica e crescimento apical em função da fonte de carbono glicose, efeito 
da adição de PDBu (5μg/μL)  e efeito do solvente DMSO (0,1%) 
Fonte de 
carbono 
Tempo 
(h) 
Dimensões celulares 
(média ± dp; μm) 
Apolar* Polar Tubo 
germinativo 
Bi-
germinado 
Comp. Larg. 
Glicose 
0 3,9 ± 0,3 2,6 ± 0,2 - - - 
12 3,8 ± 0,3 2,6 ± 0,5 5,2 ± 0,6 8,9 ± 2,0 - 
14 3,9 ± 0,5 3,2 ± 0,4 5,4 ± 0,5 8,6 ± 1,5 31,8 ± 8,5 
16 4,2 ± 0,4 2,9 ± 0,5 5,1 ± 0,4 9,8 ± 2,2 39,2 ± 18,3  
18 4,3 ± 0,6 2,9 ± 0,5 5,2 ± 0,0 13,7 ± 4,0 33,8 ± 19,1 
Glicose + 
PDBu 
0 3,7 ± 0,3 2,6 ± 0,2 - - - 
12 3,9 ± 0,3 2,9 ± 0,5 6,1 ± 0,0 - - 
14 3,9 ± 0,3 2,7 ± 0,5 5,0 ± 0,0 7,7 ± 1,8 - 
16 3,3 ± 0,3 2,7 ± 0,2 - 9,0 ± 0,8 9,2 ± 0,0 
18 3,9 ± 0,5 2,8 ± 0,2 5,2 ± 0,5 11,7 ± 2,5 - 
Glicose + 
DMSO 
0 3,4 ± 0,4 2,7 ± 0,2 - - - 
12 3,9 ± 0,5 3,3 ± 0,5 5,5 ± 0,7 8,3 ± 1,9 - 
14 3,9 ± 0,3 3,2 ± 0,5 5,2 ± 0,4 10,1 ± 4,2 29,1 ± 14,5 
16 4,1 ± 0,6 3,8 ± 0,3 5,5 ± 0,6 12,8 ± 5,7 21,5  ± 9,5 
18 3,6 ± 0,3 2,7 ± 0,1 5,7 ± 0,6 15,1 ± 4,9 22,3 ± 8,8 
*As medidas dos esporos apolares são expressas em comprimento versus largura. 
Fonte: próprio autor. 
 
Em meio acrescido de PDBu, nos tempos estudados, os esporos 
permaneceram com o tamanho, comprimento versus largura, semelhante àquele 
apresentado pelos esporos no tempo zero de análise. As poucas células 
polarizadas, com tubo germinativo ou bigerminada encontradas tiveram discreto 
aumento de tamanho, contudo, sem variar entre os meios suplementados com 
glicose, amido ou CMC (Tabela 6, Tabela 7 e Tabela 8). 
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Tabela 7 – Dimensões dos esporos e tubos germinativos de T. trachyspermus T10.5 durante a  
expansão isotrópica e crescimento apical em função da fonte de carbono amido, efeito da 
adição de PDBu (5μg/μL)  e efeito do solvente DMSO (0,1%) 
Fonte de 
carbono 
Tempo 
(h) 
Dimensões celulares 
(média ± dp; μm) 
Apolar* Polar Tubo 
germinativo 
Bi-germinado 
Comp. Larg. 
 
 
Amido 
0 3,5 ± 0,5 2,7 ± 0,2 - - - 
12 4,0 ± 0,4 2,9 ± 0,4 5,3 ± 0,4 7,9 ± 0,2 - 
14 4,1 ± 0,6 2,8 ± 0,5 6,0 ± 0,2 10,1 ± 2,6 27,9 ± 2,1 
16 3,7 ± 0,3 2,7 ± 0,4 5,3 ± 0,3 12,6 ± 7,0 - 
18 4,1 ± 0,5 2,9 ± 0,7 5,3 ± 0,4 11,4 ± 2,8 36,5 ± 26,2 
 
 
Amido + 
PDBu 
0 4,1 ± 0,4 2,7 ± 0,2 - - - 
12 4,5 ± 0,4 3,0 ± 0,6 4,5 ± 0,0 6,3 ± 0,0 - 
14 4,1 ± 0,2 2,5 ± 0,3 4,8 ± 0,3 8,9 ± 0,0 - 
16 3,9 ± 0,3 2,4 ± 0,3 6,2 ± 0,4 10,4 ± 3,1 - 
18 4,1 ± 0,2 2,6 ± 0,2 5,8 ± 0,9 8,3 ± 1,9 18,0 ± 0,0 
Amido + 
DMSO 
0 4,1 ± 0,3 2,7 ± 0,2 - - - 
12 3,7 ± 0,5 3,0 ± 0,2 5,5 ± 0,3 6,1 ± 0,6 - 
14 3,9 ± 0,5 3,4 ± 0,6 5,4 ± 0,3 - 13,1 ± 0,0 
16 4,1 ± 0,4 2,9 ± 0,4 5,1 ± 0,6 10,3 ± 4,9 - 
18 4,0 ± 0,6 2,8 ± 0,5 5,8 ± 0,4 10,1 ± 1,9 21,9 ± 7,7 
*As medidas dos esporos apolares são expressas em comprimento versus largura. 
Fonte: próprio autor. 
 
Tabela 8 – Efeito do solvente DMSO (0,1%) sobre as dimensões dos esporos e tubos germinativos de 
T. trachyspermus T10.5 durante a  expansão isotrópica e crescimento apical em função da 
fonte de carbono 
Fonte de 
carbono 
Tempo 
(h) 
Dimensões celulares 
(média ± dp; μm) 
Apolar* Polar Tubo 
germinativo 
Bi-germinado 
Comp. Larg. 
CMC 
0 3,8 ± 0,2  2,7 ± 0,2 - - - 
12 3,8 ± 0,5 2,5 ± 0,2 5,6 ± 0,3 8,7 ± 0,9 - 
14 3,8 ± 0,6 2,5 ± 0,2 4,9 ± 0,6 8,4 ± 2,0 - 
16 3,7 ± 0,5 2,5 ± 0,3 5,1 ± 0,4 10,4 ± 4,5 - 
18 3,9 ± 0,6 2,6 ± 0,1 - 14,3 ± 4,1 27,9 ± 11,6 
CMC + 
PDBu 
0 3,9 ± 0,3 2,5 ± 0,2 - - - 
12 4,0 ± 0,3 2,5 ± 0,3 - - - 
14 3,5 ± 0,4 2,8 ± 0,2 5,7 ± 0,2 7,2 ± 0,0 - 
16 3,6 ± 0,4 2,5 ± 0,2 6,2 ± 0,3 8,4 ± 1,5 - 
18 3,9 ± 0,3 2,9 ± 0,4 - - - 
CMC + 
DMSO 
0 4,1 ± 0,2 2,5 ± 0,3 - - - 
12 3,9 ± 0,4 3,0 ± 0,3 5,9 ± 0,9 8,0 ± 1,8 - 
14 3,8 ± 0,4 3,1 ± 0,6 5,4 ± 0,5 9,3 ± 2,4 17,5 ± 0,0 
16 3,8 ± 0,2 3,1 ± 0,5 5,1 ± 0,6 9,5 ± 4,2 19,9 ± 5,1 
18 4,0 ± 0,4 2,4 ± 0,2 5,4 ± 0,5 9,8 ± 2,8 23,3 ± 3,5 
*As medidas dos esporos apolares são expressas em comprimento versus largura. 
Fonte: próprio autor. 
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A Tabela 6, Tabela 7 e Tabela 8 mostram que, em meios contendo glicose, 
amido ou CMC acrescidos de DMSO o resultado foi semelhante aos meios sem a 
adição do solvente: nenhuma variação entre o comprimento versus largura dos 
esporos apolares, discreto aumento das células polarizadas, independente da fonte 
de carbono. Para as células com tubo germinativo ou bigerminadas, a extensão 
aumentou discretamente com o tempo, porém, de forma semelhante nos meios com 
glicose, amido ou CMC. 
De forma geral, ao contrário do que foi verificado para a linhagem AN1257, os 
dados mostraram um forte efeito inibitório do ativador de PKC sobre a polarização 
da linhagem T. trachyspermus T10.5, impedindo sua germinação por até 18h, ao 
passo que esta ocorria de forma acentuada após 12-14h de cultivo (Figura 28, 
Figura 29 e Figura 30). 
Os altos desvios padrões refletem a ocorrência de populações de células 
heterogêneas encontradas em diferentes estágios de crescimento inicial. 
A Figura 31 ilustra a germinação e extensão polarizada de T. trachyspermus 
T10.5 que também foi analisada em diferentes fontes de carbono em função do 
tempo. 
 
Figura 31 – Germinação e extensão polarizada de T. trachyspermus T10.5 em meio suplementado 
com glicose (A), amido (B) e CMC (C) nos tempos iniciais de cultivo 
 
Fonte: próprio autor. 
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6 DISCUSSÃO 
 
A exploração de metabólitos fúngicos como produtos comerciais não é 
recente e decorre principalmente da sua versatilidade metabólica, grande 
capacidade de síntese e secreção, bem como da capacidade de modificações pós-
traducionais dos seus produtos proteicos (PAPAGIANNI, 2004; KRULL et al., 2013). 
O sucesso da produção, contudo, está intimamente relacionado ao 
conhecimento das características de crescimento e da fisiologia do micro-organismo 
utilizado. Diferentes fatores determinam a morfologia e o curso geral de uma 
fermentação, dentre os quais a quantidade, o tipo e a idade do inóculo são de 
fundamental importância visto que influenciam diretamente a formação do micélio, a 
absorção de nutrientes, a formação de produtos e a sua liberação para o meio de 
cultivo (PAPAGIANNI, 2004). 
Neste trabalho, a produção de esporos para utilização como inóculo foi 
padronizada quanto ao meio, temperatura e tempo de cultivo para as duas linhagens 
estudadas. Diante dos resultados obtidos, a produção de conídios da linhagem A. 
tubingensis AN1257 foi realizada em meio PDA durante 7 dias a 30ºC, visto que o 
crescimento determinado pelo diâmetro da colônia e a intensidade da conidiação 
foram maiores neste meio, em comparação com os demais. A linhagem T. 
trachyspermus T10.5 foi cultivada em meio PDA, durante 14 dias a 30ºC para coleta 
dos esporos, uma vez que crescimento esparso era observado em culturas mais 
jovens. Desta forma, o meio de cultivo e a temperatura para a produção de esporos 
foram os mesmos para as duas linhagens, enquanto que o tempo foi bastante 
diferente. Tais diferenças mostram a importância da investigação das condições de 
cultivo como uma etapa anterior à aplicação de linhagens fúngicas em processos 
biotecnológicos.  
Os variados perfis de produção de metabólitos primários e secundários de 
uso industrial, bem como distintos riscos de patogenicidade e, consequente 
tratamento antifúngico, têm sugerido a necessidade de identificação dos fungos em 
nível de espécies (BATHOORN et al., 2013; SUSCA et al., 2013). 
Entre os grupos taxonômicos mais difíceis de classificar, incluem-se os 
Aspergillus negros. A identificação baseada em características morfológicas 
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apresenta valor limitado para este grupo, para o qual os métodos moleculares são 
frequentemente requeridos (VARGA et al., 2011; HORN et al., 2013). 
Conforme descrito por Samson et al. (2007) a espécie A. tubingensis AN1257 
apresentou capacidade de crescer em meio CYA nas temperaturas de 25, 30 e 37ºC 
e no meio MEA a 25ºC após 7 dias. A colônia da espécie descrita por esses autores 
apresentou borda da colônia branca com centro marrom claro e com produção de 
esclerócitos. Por sua vez, a linhagem AN1257 apresentou colônia marrom escura a 
negra, sendo a produção de esclerócitos evidente no meio MEA. O perfil de 
crescimento da linhagem AN1257 em função da temperatura permitiu sua inclusão 
no grupo de Aspergillus negros que são capazes de crescer a temperaturas mais 
elevadas, uma propriedade de A. tubingensis, mas não de A. niger. Os autores, 
contudo, reiteram que A. niger e espécies relacionadas não podem ser distinguidas 
pelo seu padrão de crescimento somente. 
As características dos conídios de A. tubingensis AN1257 encontradas nesse 
estudo foram semelhantes àquelas descritas na literatura: globosos e hialinos, 
quando inicialmente formados, e tornam-se progressivamente mais escuros e 
ásperos quando maduros, com diâmetro de 3,0 a 5,0µm (MOSSERAY, 1934; 
SAMSON et al., 2007). 
A capacidade de crescimento em meio CREA modificado e produção de ácido 
ou base também pode ser utilizada como característica diagnóstica. A linhagem A. 
tubingensis AN1257 apresentou moderado crescimento nesse meio e ótima 
produção de ácido, detectável já nos primeiros dias de crescimento. A detecção de 
alcaloides pela reação com o reagente de Ehrlich apresentou resultado negativo 
para a espécie estudada. Ambos os resultados estão em acordo com a descrição de 
A. tubingensis relatada na literatura (SAMSON et al., 2007). 
Durante a análise da morfologia microscópica de AN1257 as hifas 
apresentaram-se hialinas, lisas e septadas. Entre a vesícula e as fiálides não foi 
observada a presença de metula, sendo classificada como unisseriada. Na literatura, 
a espécie A. tubingensis é relatada como bisseriada e raramente como unisseriada. 
Entretanto, a linhagem A. tubingensis ATCC MYA-4879 é relatada como unisseriada 
(MOSSERAY, 1934; SAMSON et al., 2007; HORN et al., 2013). 
A confirmação molecular da espécie A. tubingensis AN1257 foi realizada 
através de ensaios de PCR com alta proporção de similaridade. Os ensaios de PCR, 
segundo Susca et al. (2007) têm sido usados com sucesso para a identificação e 
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detecção de espécies fúngicas através de análises de sequências, pelo fato de que 
existem regiões conservadas e específicas entre as proteínas de fungos, como 
calmodulina e beta-tubulina, assim como sequências repetidas com alto grau de 
conservação e especificidade tais como aquelas de rRNA. Assim, os resultados de 
análise fisiológica (temperatura de crescimento, produção de ácido e teste de Erlich), 
bem como a análise da morfologia macroscópica e microscópica, juntamente com os 
dados moleculares indicaram que a linhagem AN1257 pertence à espécie A. 
tubingensis. 
A espécie T. trachyspermus T10.5 também foi identificada ao grau de 
espécie, utilizando-se uma abordagem múltipla. Macroscopicamente, as colônias 
dessa espécie são capazes de crescer em meio MEA a 25oC conforme descrito na 
literatura relacionada: ocorre a formação de um micélio plano e restrito, constituído 
por um feltro fino basal de aveludado a flocoso, decorrente do crescimento de 
numerosos ascomatas de coloração branca a creme ou amarelada, rodeado por 
uma margem crescente incolor, composto por micélio submerso. Não se observa a 
presença de exsudato e o reverso apresenta-se em tons de amarelo. A colônia é 
capaz de crescer também em meio CYA com morfologia semelhante (STOLK; 
SAMSON, 1972; YAGUCHI et al., 1994). 
A presença de estruturas formadoras de conídios, desenvolvidas geralmente 
na parte central da colônia e que geralmente dão aparência esverdeada não são 
observadas em meio MEA, conforme a literatura pertinente. Contudo, a 
conidiogênese pode ser observada em meio PDA em diversas ocasiões de cultivo 
laboratorial (STOLK; SAMSON, 1972). 
 As análises da morfologia macroscópica e microscópica da linhagem T10.5 
foram condizentes com os relatos da literatura, e foram indicativos de que trata-se 
de uma linhagem pertencente à espécie T. trachyspermus. As culturas apresentaram 
micélio característico, de coloração branca, com formação de ascomata amarelado, 
que ao microscópio apresentaram aspecto globoso, com diâmetro entre 50-350µm, 
sendo cobertos por uma rede de hifas intimamente entrelaçadas, cercados por uma 
trama frouxa de hifas, geralmente incrustadas com grânulos. A maturação dessas 
estruturas é evidente entre 14 a 21 dias de cultivo. Além disso, os ascósporos são 
hialinos e elipsoidais, com dimensões entre 3,0 a 3,5µm de comprimento por 2,0 a 
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2,5µm de largura. Todos esses resultados são concordantes com os relatos da 
literatura (STOLK; SAMSON, 1972; YAGUCHI et al., 1994). 
As análises moleculares também confirmaram a identificação de T. 
trachyspermus T10.5 com base em elevada identidade das regiões comparadas 
(WHITE et al., 1990; WANG; ZHUANG, 2007). 
Os resultados obtidos neste trabalho confirmam que a identificação dos 
anamorfos de Aspergillus e Penicillium é difícil dada à variedade de espécies 
existentes e à sua semelhança, mas que as análises morfológicas, fisiológicas e 
moleculares são de grande auxílio, devendo ser utilizadas de forma complementar. 
Assim, este trabalho contribui para a aplicação biotecnológica das linhagens T10.5 e 
AN1257, selecionadas e triadas em trabalhos anteriores para a produção de 
amilases e celulases, respectivamente, mas que permaneciam não identificadas até 
o momento. 
Um atributo particularmente importante para os fungos manterem seu estilo 
de vida heterotrófico é a sua suprema capacidade de secretar uma gama 
diversificada e quantidades elevadas de enzimas digestivas para o seu meio 
ambiente circundante. A atividade dessas enzimas permite a clivagem de moléculas 
orgânicas poliméricas em pequenas unidades e produtos de baixo peso molecular 
que podem ser absorvidos como nutrientes (READ, 2011; CHEN et al., 2012). 
Dada à aplicabilidade comercial, os bioprocessos econômicos, confiáveis e 
controláveis, em particular, utilizando-se fungos filamentosos, têm grande 
importância para a produção em larga escala de produtos de valor agregado a 
exemplo das enzimas, como amilases e celulases (ERICKSON; NELSON; 
WINTERS, 2012; MURAKOSHI et al., 2012; POSCH; HERWIG; SPADIUT, 2013). 
O primeiro passo para o desenho de um bioprocesso é a identificação de 
promissoras linhagens. Assim, incialmente proposto por Hankin e Anagnostakis em 
1975, o uso de meio sólido trata-se de uma ferramenta útil para o reconhecimento 
rápido de fungos capazes de produzir enzimas específicas. O presente estudo partiu 
de linhagens cuja potencialidade para a produção de amilases e celulases havia sido 
investigada (em fase de elaboração)2. Entretanto, a análise da produção desde os 
tempos iniciais de germinação dos esporos, ao contrário das metodologias de 
triagem que empregam micélios maduros, permitiu avaliar a fisiologia da produção 
                                                          
2
 Estudo realizado por Ana Carolina Ferreira Maia, Alexandre Soares dos Santos, Angélica Pataro 
Reis, Lilian de Araújo Pantoja e Ana Paula de Figueiredo Conte Vanzela, em fase final de análise. 
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de enzimas pelas duas linhagens, indicando os tempos de cultivo em que a atividade 
enzimática e a hidrólise do substrato se tornam perceptíveis, bem como as 
diferenças nos IAE que tornam uma linhagem mais adequada para a produção de 
uma determinada enzima. Em trabalhos anteriores, foi verificado que a linhagem 
T10.5 produz elevada atividade de amilase, o que foi confirmado no presente 
estudo. Os IAE desta linhagem determinados no presente estudo confirmaram que a 
atividade de amilase é produzida precocemente na cultura em meio sólido (48h), um 
achado que se repetiu no cultivo em meio líquido e apresenta valor para o 
desenvolvimento de bioprocessos produtivos (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975; 
RODRIGUES, 2011; POSCH; HERWIG; SPADIUT, 2013). 
A linhagem A. tubingensis AN1257 mostrou-se eficiente produtora de 
endoglucanases a partir de biomassas vegetais em estudos anteriores (em fase de 
elaboração)3. Em concordância, a avaliação dos IAE em meio sólido mostraram que, 
para esta linhagem lignocelulolítica, a atividade de celulase foi expressa mais 
precocemente (48h) do que a atividade de amilases, ao contrário do que se 
observou para a linhagem amilolítica T10.5 (Figura 14). Entretanto, no presente 
estudo, a produção de celulases a partir de CMC não foi verificada em meio líquido, 
provavelmente em virtude do efeito tamponante deste substrato e da alta 
viscosidade resultante da sua dissolução no meio produtivo, sendo que o 
crescimento da linhagem foi prejudicado.  
Uma característica a ser considerada em um bioprocesso é a exposição da 
linhagem a mudanças de fatores ambientais, como pH, osmolaridade e 
concentração de nutrientes. A esse respeito, os micro-organismos têm desenvolvido 
estratégias para lidar com variações que naturalmente ocorrem no meio ambiente: 
respostas fisiológicas com mudança de comportamento e no metabolismo; respostas 
que regulam a expressão de genes com regulação de operons específicos ou 
regulação geral, com alterações nas sequências dos genes ocorrida ao longo da 
evolução (FERNANDES et al., 2011). 
Ao se considerar que as operações de bioprocessos utilizam a atividade de 
células vivas para obter produtos do metabolismo microbiano, o conhecimento do 
estado   fisiológico   das   células   tem   permitido   aos   pesquisadores   ajustar     a 
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 Estudo realizado por Ricardo S. Santos, Flávia K. P. Alves, Ana Paula de F. C. Vanzela, Lílian de A. 
Pantoja e Alexandre S. Santos em fase final de redação dos artigos. 
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fermentação para uma performance ideal. Tradicionalmente, o estado fisiológico tem 
sido investigado de forma indireta através da medida de parâmetros como pH, 
densidade celular, utilização de açúcar e formação de produtos (FERNANDES et al., 
2011). 
A fonte de carbono fornece energia para o crescimento dos micro-
organismos. Em especial, a glicose é rapidamente metabolizada através da via 
glicolítica e pode causar um rápido crescimento da linhagem com consequente 
redução no rendimento do processo. Além disso, a glicose pode causar repressão 
metabólica de enzimas críticas na via biossintética do produto de interesse também 
com redução do rendimento (MASUREKAR, 2008). 
De fato, o cultivo da linhagem A. tubingensis AN1257 em meio suplementado 
com glicose reprimiu completamente a produção de atividade amilolítica (Figura 15), 
ao passo que no meio suplementado com amido, uma atividade amilolítica basal foi 
detectada (Figura 16). Essa atividade basal foi suficiente para degradar todo amido a 
glicose em 48h. A liberação de glicose, em concentração muito próxima à de AR, 
indica que a atividade amilásica produzida pela linhagem AN1257 era provavelmente 
uma glicoamilase, uma enzima que catalisa a remoção de unidades de glicose a 
partir das extremidades não redutoras do amido e não uma α-amilase, cujos 
produtos de hidrólise são oligossacarídeos de baixo peso molecular e dextrinas 
limite. Estes dados explicam, em parte, a baixa atividade amilolítica produzida pela 
linhagem AN1257, uma vez que a metodologia empregada baseia-se na dosagem 
de atividade dextrinizadora, através da medida do consumo do substrato na reação 
enzimática. Tais reações são mais adequadas para a determinação de α-amilases, 
que catalisam a hidrólise de maneira endo e consomem rapidamente o polímero.  
As informações obtidas são relevantes para o aproveitamento biotecnológico 
da linhagem AN1257, pois permitem compreender que esta não acumula α-amilase 
em quantidade suficiente para um processo produtivo nas condições estudadas, 
mas é capaz de crescer eficientemente sobre amido, como se pode perceber pela 
formação de biomassa equiparável nas culturas suplementadas com glicose ou com 
amido (Figura 15 e Figura 16). Já o cultivo em meio suplementado com CMC 
evidenciou que este substrato não é adequado para o crescimento ou produção de 
celulases por A. tubingensis AN1257 (Figura 17).  
A atividade de amilase produzida pela linhagem T. trachyspermus T10.5 
também foi fortemente reprimida pelo cultivo em meio suplementado com glicose, 
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embora uma atividade mínima tenha permanecido detectável (Figura 21). Na 
presença do substrato indutor (amido) e ausência de glicose, a enzima foi produzida 
em atividades maiores, evidenciando sua natureza indutível. As altas atividades 
determinadas em reações de consumo do substrato e a liberação de glicose em 
concentrações inferiores à de AR, evidenciam também a ação de uma endoenzima, 
característica das α-amilases fúngicas (Figura 22). O máximo de produção de 
amilase coincidiu com o mínimo pH extracelular, requerido talvez, para ativação dos 
genes relacionados à produção desta enzima. O consumo total do substrato também 
coincidiu com o máximo de produção enzimática. 
Os estudos de crescimento e fisiologia dos dois ascomicetos mostraram que, 
embora classificados dentro da mesma ordem, Eurotiales, ambos produzem 
atividades amilolíticas diferentes e não são igualmente adequados para os 
bioprocessos de produção de amilase. Enquanto T. trachyspermus T10.5 é 
promissora para a otimização de bioprocessos de produção de α-amilases, o mesmo 
não se verifica para A. tubingensis AN1257. Assim, o presente estudo mostra que, 
mais importante do que relações filogenéticas, a seleção de novas linhagens para a 
produção de carboidrases precisa ser baseada em métodos de triagem e estudos 
fisiológicos. Apesar do papel decompositor geral que os fungos apresentam, a 
evolução em nichos ecológicos separados pode ter levado à diversificação dos 
genes codificadores de carboidrases de forma a selecionar atividades mais 
adequadas em relação ao substrato disponível, e assim, fungos filogeneticamente 
próximos, podem apresentar diferenças no seu conjunto de genes e na sua 
regulação. 
Fontes de carbono poliméricas, como amido e CMC, que  necessitam de 
enzimas para sua conversão a moléculas menores, passíveis de serem absorvidas, 
são aproveitadas após um mecanismo de percepção, que envolve a liberação de 
atividades enzimáticas em pequenas proporções. O conteúdo de AR no 
sobrenadante é um parâmetro que corresponde à quantidade de oligossacarídeos 
gerados que, quando combinado com o conteúdo de glicose no sobrenadante, indica 
o grau de hidrólise do polissacarídeo (PAPAGIANNI, 2004; BIJTTEBIER; 
GOESAERT; DELCOUR, 2010; FERNANDES et al., 2011). 
Em espécies do gênero Aspergillus, quando o amido está presente como 
fonte única de carbono, alguma porção do amido pode ser inicialmente degradada 
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por ação de α-amilases, glicoamilases e α-glicoamilases, produzidas em nível basal, 
com consequente formação de malto-oligossacarídeos, maltose e glicose. Esses 
sacarídeos induzem a presença do ativador de transcrição AmyR no núcleo que, por 
sua vez, induz a transcrição dos genes de amilases. Além disso, a formação de 
isomaltose, pela atividade de tranglicosilação de α-glicosidases também podem 
induzir a síntese de amilases (MURAKOSHI et al., 2012). 
Embora a glicose em altos níveis reprima a localização nuclear de AmyR em 
A. nidulans, de maneira dependente da proteína CreaA, baixos níveis de glicose têm 
mostrado contribuir para a indução de α-amilase em meio contendo amido. Contudo, 
em concentrações muito baixas de glicose, AmyR também não é induzido. Este fato 
deve ocorrer, possivelmente, porque que se o fator de transcrição AmyR 
respondesse a concentrações muito baixas de glicose, ele seria ativado  pela 
celulose, dado que as principais fontes de glicose na natureza são o amido e a 
celulose (MURAKOSHI et al., 2012). 
A explicação proposta por Sun et al. (2008) e Amore, Giacobbe e Faraco 
(2013) de que a produção de celulases é coordenadamente regulada e induzida na 
presença de substratos poliméricos segue a mesma linha do exposto acima para a 
regulação de amilases. Segundo esses autores, o mecanismo de indução e 
expressão de genes dessas enzimas envolve a entrada de oligossacarídeos na 
célula provenientes da digestão da celulose por celulases normalmente expressas 
em níveis basais em células fúngicas ou ainda por transglicosilação de produtos da 
celulose. 
Os genes de celulases também podem ser reprimidos durante o crescimento 
fúngico em fontes de carbono facilmente metabolizadas e preferenciais, como a 
glicose. Em espécies de Aspergillus, a repressão de genes que codificam celulases 
mediada pelos produtos dos genes creA, creB e creC tem sido descrita (AMORE; 
GIACOBBE; FARACO, 2013). 
Fatores como a concentração intracelular e extracelular de proteínas podem 
fornecer conhecimentos importantes acerca da síntese protéica, da expressão de 
enzimas e do estado fisiológico do micro-organismo produtor.  A síntese protéica 
acompanha a formação de biomassa, especialmente na sua fase exponencial, de 
modo que a concentração de proteínas intracelulares pode ser utilizada como uma 
das maneiras de se medir o crescimento. A concentração de proteínas intracelulares 
na biomassa da linhagem A. tubingensis AN1257 cultivada em glicose mostrou um 
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perfil condizente com este padrão. O pico de concentração ocorreu após 12h no 
meio suplementado com glicose, correlacionado ao crescimento exponencial que 
ocorreu no período de 0-24h. Houve queda acentuada a partir de 12h e, após esse 
período, a concentração proteica intracelular diminuiu gradativamente, coincidindo 
com o início da fase estacionária da cultura e com o leve aumento na concentração 
de proteínas extracelulares (Figura 15). O perfil de proteínas intracelulares da 
linhagem AN1257 cultivada em amido e CMC também mostrou correlação com o 
crescimento (Figura 16 e Figura 17). A mesma correlação entre crescimento e 
concentração proteica intracelular foi observada para a linhagem T. trachyspermus 
T10.5 cultivada em meios suplementados com glicose e amido, embora o cultivo em 
meio suplementado com CMC tenha resultado em um perfil atípico (Figura 21, 
Figura 22 e Figura 23). 
Outro resultado do crescimento fúngico é a liberação de proteínas 
extracelulares, decorrente do modo de vida absortivo destes organismos, que 
dependem da secreção acentuada de enzimas líticas para hidrólise de substratos 
complexos. Algumas dessas enzimas e outras proteínas estruturais permanecem 
aderidas à parede celular, inclusive na fase conidial. Quando os esporos são 
inoculados no meio líquido, uma parte dessas proteínas pode soltar-se, aumentado 
a concentração proteica no meio. A análise da concentração proteica extracelular 
mostrou que logo após a inoculação do meio, uma razoável concentração foi 
determinada, a qual diminuiu de forma coincidente à progressão do crescimento 
para ambas as linhagens estudadas. Segundo Papagianni (2004) quando o fungo 
cresce em ambiente limitado pela fonte de carbono, o componente proteico da célula 
é degradado mais rapidamente. Da mesma forma, na ausência de substratos 
disponíveis, um dos mecanismos de sobrevivência é o reaproveitamento das 
proteínas extracelulares como meio de prolongar o crescimento. 
Os resultados obtidos mostraram que o estado fisiológico das linhagens A. 
tubingensis AN1257 e T. trachyspermus T10.5 foi mais ativo no período de 12 a 48h 
de cultivo em meio líquido, independentemente da fonte de carbono, um dado que 
difere das análises realizadas para a avaliação da germinação. Os dados, 
entretanto, são complementares, uma vez que, em meio sólido, as avaliações foram 
realizadas desde um período muito preliminar do crescimento, acompanhando as 
horas iniciais da germinação. Assim, os resultados mostram que o conhecimento 
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detalhado de uma linhagem produtora precisa envolver múltiplas abordagens, e que 
as primeiras horas do crescimento fornecem informações adicionais ao que 
geralmente se costuma verificar durante a construção das curvas para avaliação da 
cinética dos bioprocessos. 
A concentração de substratos utilizada ou a hidrólise destes, verificada pela 
liberação de glicose e AR, foi suficiente para manter um estado fisiológico mais ativo 
durante as primeiras 48h, conforme discutido anteriormente. Essa informação indica 
que, para a produção de metabólitos primários ou de enzimas com atividade ligada 
diretamente à hidrólise de substrato, o máximo de produção deve ser verificado 
neste período e fermentações mais longas seriam ineficazes para as concentrações 
de substrato avaliadas neste estudo. Estes dados são condizentes com a rápida 
expressão de amilase pela linhagem T10.5 (48h), embora a elevada estabilidade da 
enzima tenha mantido sua atividade por períodos prolongados. Por outro lado, 
metabólitos secundários são mais passíveis de ser obtidos após 48h, quando as 
culturas entraram em fase estacionária. Tais análises permitiram uma melhor 
compreensão da fisiologia de uso das fontes de carbono por ambas as linhagens. 
 O pH apresenta efeitos no transporte de nutrientes, em reações enzimáticas 
e alterações na morfologia dos fungos além de poder alterar a solubilidade dos 
nutrientes do meio fermentativo. A regulação de genes codificadores de enzimas por 
fatores dependentes de pH também tem sido descrita. Desta forma, a secreção de 
ácidos e a consequente redução do pH no meio extracelular também são 
parâmetros importantes para o conhecimento da fisiologia de linhagens que se 
deseja aproveitar em processos produtivos  (PAPAGIANNI, 2004; AMORE; 
GIACOBBE; FARACO, 2013). 
Os resultados mostraram, em relação à acidificação do meio líquido, um 
comportamento diferente entre os ascomicetos A. tubingensis AN1257 e T. 
trachyspermus T10.5 cultivados em meios suplementados com glicose ou amido.  
Embora ambos tenham produzido ácido nos testes fisiológicos durante a 
identificação (Figura 6 e Figura 7), o crescimento da linhagem AN1257 em meio 
líquido foi acompanhado de drástica redução do pH a valores abaixo de 3,0 na fase 
de crescimento exponencial, e próximos a 2,0 até o final do cultivo. Ao contrário, a 
linhagem T10.5 promoveu uma acidificação menos intensa do meio no período de 
crescimento mais acelerado, que em seguida foi sendo progressivamente 
alcalinizado (Figura 15, Figura 16, Figura 21 e Figura 22). Essas diferenças 
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importantes indicam que a atividade das enzimas destes dois fungos deve responder 
fortemente ao pH, o que deve ser objeto de estudos futuros para seu aproveitamento 
biotecnológico. 
A acidificação inicial, entretanto, não foi observada quando ambas as 
linhagens foram cultivadas em meio suplementado com CMC, que devido ao seu 
efeito tamponante pode prejudicar a fisiologia do crescimento fúngico e se mostrou 
inadequado como substrato de cultivo. O pH variou muito pouco neste meio. A 
formação de biomassa foi grandemente prejudicada, sendo, em geral, três vezes 
menor que a observada em meio suplementado com glicose ou amido. Assim, 
embora CMC seja um substrato celulósico, substratos naturais devem ser superiores 
como indutores de celulases, não apenas por serem mais completos e 
diversificados, mas também por que o CMC interfere com um aspecto importante da 
fisiologia dos fungos aqui estudados (Figura 17 e Figura 23). 
Papagianni (2004) e Grimm et al. (2005) afirmam que a viscosidade alta do 
meio tem um impacto negativo nas propriedades de transferência de massa entre o 
fungo e o ambiente de fermentação. Assim, a alta viscosidade proporcionada pelo 
CMC no meio de cultura pode também ter prejudicado o crescimento da linhagem A. 
tubingensis AN1257.  
A fim de verificar se a diminuição de crescimento causada pela 
suplementação do meio com CMC era devida ao pH e à viscosidade, foram 
realizadas fermentações com diminuição da concentração do CMC para 0,5% (p/v) 
e, consequente redução da viscosidade. Também foi verificado o efeito da 
diminuição forçada do pH com a adição de ácido após 12h de cultivo da linhagem A. 
tubingensis AN1257, que havia apresentado nas demais condições de cultivo uma 
acidificação do meio mais pronunciada. Em ambos os experimentos, os parâmetros 
bioquímicos pouco variaram e a produção de endoglucanases permaneceu próxima 
de zero. A formação de biomassa foi aumentada em meio com CMC acidificado 
artificialmente. Variando-se ambos os parâmetros simultaneamente, concentração 
de CMC e pH, verificou-se uma maior produção de proteínas intracelulares sem 
contudo, observar o aumento da concentração de proteínas extracelulares ou 
atividade enzimática no caldo fermentativo.  Os dados mostram que a diminuição do 
pH melhora a síntese proteica intracelular, o que é plausível dado que a linhagem 
AN1257, como outros Aspergillus, se desenvolve em pH bastante ácido. Entretanto, 
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a diminuição do pH com ácido clorídrico é um mecanismo bastante artificial, e 
apresenta uma importante diferença da acidificação promovida pelos fungos, que em 
geral, secretam ácidos orgânicos. Entretanto, a melhora na síntese proteica indica 
que o efeito do CMC é prejudicial pelo tamponamento do meio. 
Em um recente estudo no qual foi verificada a atividade de endoglucanase 
induzida por três substratos, celulose microcristalina de duas marcas distintas 
(AVICEL® e SERVACEL®) e CMC, Goldbeck et al. (2013) verificaram que as maiores 
atividades de endoglucanase produzidas por Acremonium strictum foram 
encontradas utilizando-se celulose microcristalina AVICEL® após 120h de cultivo. 
Por outro lado, a produção da enzima em tempos iniciais foi maior utilizando-se 
CMC, possivelmente pelo período inicial de contato entre a célula e o substrato ser 
facilitado em celulose solúvel, fundamental para a interação enzima-substrato. 
Entretanto, no atual estudo, as linhagens apresentaram dificuldade de 
assimilar o CMC como fonte de carbono, desenvolver biomassa e produzir 
endoglucanase. Ao utilizar a linhagem A. tubingensis AN1257, Santos e 
colaboradores (em fase de elaboração)4 verificaram que a produção máxima de 
endoglucanases foi obtida utilizando-se substrato sólido (torta de algodão). Esses 
dados confirmam a capacidade produtiva de endoglucanases por esse fungo e leva 
a questionar o uso do CMC como meio para indução dessa enzima.  
Assim como para todos os tipos celulares, o reconhecimento de nutrientes 
disponíveis é central para os fungos. A sobrevivência desses micro-organismos no 
meio ambiente a que estão expostos está associada à percepção dos sinais 
ambientais e ao desenvolvimento de uma resposta metabólica celular adequada 
(XUE; HSUEH; HEITMAN; 2008). 
No presente estudo, o crescimento inicial das duas linhagens foi avaliado em 
função da fonte de carbono facilmente assimilável, glicose, ou de fontes poliméricas, 
amido ou CMC. A linhagem A. tubingensis AN1257 apresentou crescimento e 
polarização mais lentos em meio sólido contendo amido ou CMC, possivelmente 
pela necessidade de reconhecer a fonte de carbono, induzir e secretar enzimas 
específicas, amilases ou celulases e, finalmente, absorver e metabolizar moléculas 
menores provindas da digestão dos polímeros (MURAKOSHI et al. 2012). Em meio 
líquido, o efeito do amido foi menos pronunciado, talvez em decorrência de análises 
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 Trabalho realizado por Ricardo S. dos Santos, Flávia K. P. Alves, Ana Paula de F. C. Vanzela, Lilian 
de A. Pantoja, Alexandre S. dos Santos. 
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realizadas em tempos posteriores do crescimento, quando a fase inicial de 
reconhecimento do substrato e os eventos relacionados à germinação já ocorreram. 
As análises acerca do efeito da fonte de carbono sobre a germinação, 
polarização e crescimento apical de A. tubingensis AN1257 e T. trachyspermus 
T10.5, mostraram que, nos tempos finais, o crescimento foi recuperado e a 
porcentagem de esporos com tubo germinativo foi semelhante em todos os três 
meios (Figura 24 a Figura 26 e Figura 28 a Figura 30). Acredita-se que este fato 
tenha ocorrido pela hidrólise do substrato e disponibilização de oligossarídeos e 
açúcares para absorção e metabolização. 
A hidratação dos conídios de A. tubingensis AN1257 e a extensão apical do 
tubo germinativo foram evidentemente estimuladas pela suplementação do meio 
com glicose e ocorreu em grau menor nos meios suplementados com amido e CMC 
(Figura 24 a Figura 26 e Tabela 3 a Tabela 5).  
Os esporos de T. trachyspermus T10.5 sofreram hidratação ao longo do 
tempo, mas o aumento do diâmetro nos diferentes tempos não foi significativo. 
Como esta linhagem apresenta um crescimento mais lento, a hidratação ocorreu de 
forma muito gradual e a população de esporos não sincronizados dificulta a análise. 
O aumento de tamanho das células já polarizadas foi mais perceptível, mas a 
substituição de glicose por fontes poliméricas não causou diferença significativa no 
tamanho do esporo polarizado ou no comprimento dos tubos germinativos emitidos 
(Tabela 6 a Tabela 8).  
A adaptação do crescimento vegetativo inicial à fonte de carbono é uma 
característica conhecida de várias espécies do gênero Aspergillus, que respondem, 
por exemplo, reduzindo a divisão nuclear em condições nutricionais mais limitantes. 
Mas como se pode inferir a partir dos dados do presente trabalho, gêneros e 
espécies diferentes não apresentam necessariamente a mesma resposta, já que T. 
trachyspermus T10.5  manteve seu ritmo de crescimento apical lento quando 
cultivado em meio suplementado com todas as fontes de carbono avaliadas. Isso 
confirma a dificuldade de se fazer generalizações acerca do crescimento fúngico e 
que cada espécie precisa ser estudada a fundo para o conhecimento de suas 
peculiaridades, quer seja para sua aplicação biotecnológica, quer seja para o 
desenvolvimento de métodos diagnósticos ou terapêuticos. 
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A transição para o crescimento polar, avaliada pela contagem do número de 
esporos polarizados ou não, também foi influenciada pela fonte de carbono de forma 
diferente nas duas linhagens. A linhagem AN1257 apresentou polarização completa 
após 8h de cultivo em meio suplementado com glicose, ao passo que amido e CMC 
resultaram no atraso deste parâmetro do crescimento apical. A linhagem T10.5 teve 
uma polarização muito mais lenta e gradual do que a linhagem AN1257, que 
entretanto, foi um pouco atrasada em meio suplementado com fontes de carbono 
poliméricas (Figura 28 a Figura 30). Os dados mostram que a linhagem T10.5 
apresenta germinação, crescimento vegetativo inicial e maturação lentos, mas, 
curiosamente, inicia rapidamente a liberação de atividade amilolítica que se mantém 
estável durante todo o período de cultivo. Tal característica pode ser vantajosa para 
o desenvolvimento de bioprocessos. 
Os fungos desenvolveram múltiplas vias pelas quais percebem e transportam 
açúcares fermentáveis para o interior da célula, sendo que os membros da família 
GPCR desempenham fundamental papel na percepção da fonte de carbono. Entre 
as proteínas ativadas por esses receptores encontra-se a PLC, que, uma vez 
ativada, catalisa a formação de dois produtos IP3 e DAG, sendo que o primeiro atua 
na liberação de Ca2+, que juntamente com DAG ativa isoformas de PKC, uma 
enzima que está envolvida na integridade da parede celular, crescimento polarizado 
e morfogênese de fungos filamentosos (RONEN et al., 2007; XUE; HSUEH; 
HEITMAN; 2008; CHELLEGATTI; YUVAMOTO; SAID, 2010). 
O papel da ativação de PKC foi analisado durante o crescimento inicial das 
linhagens estudadas, através da adição de PDBu, um de seus ativadores. Os 
resultados sugerem que a ativação desta enzima sinalizadora em A. tubingensis 
AN1257 não modula o crescimento germinativo inicial de forma marcante, uma vez 
que, de maneira geral, efeitos do solvente DMSO foram semelhantes ao do ativador. 
Isso sugere que outras vias de sinalização, como a de PKA ou fosfatidilinositol-3-
quinase (PI3K) podem estar envolvidas no controle da germinação e do crescimento 
apical em resposta à fonte de carbono. Para a linhagem T. trachyspermus T10.5, a 
ativação de PKC inibiu quase por completo a polarização dos esporos, independente 
da fonte de carbono analisada. Estes dados mostram que, nesta linhagem, a 
transição para o crescimento polar parece ser controlada por uma via de PKC, mas 
que, nas condições estudadas, o sinal predominante não foi a fonte de carbono, uma 
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vez que a inibição ocorreu de forma semelhante em todas as culturas às quais se 
adicionou PDBu (Figura 28 a Figura 30).   
As análises realizadas permitiram um maior conhecimento acerca de dois 
ascomicetos, que em estudos anteriores demonstraram potencial para a produção 
de carboidrases e revelaram peculiaridades na fisiologia, germinação, crescimento 
apical e via de sinalização envolvida, bem como na resposta à fonte de carbono. 
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7 CONCLUSÕES 
 
 
As análises morfológicas macroscópicas e microscópicas de A. tubingensis 
AN1257 e T. trachyspermus T10.5 permitiram distinguir características específicas 
que, associadas a técnicas de identificação molecular, tornaram possível a 
identificação das espécies estudadas, com elevada concordância à descrição da 
literatura. 
A capacidade de produção de α-amilase pela linhagem T. trachyspermus 
T10.5 foi evidenciada, bem como sua indução por amido e repressão por glicose. A 
atividade de α-amilase aumentou com o crescimento exponencial e foi mantida, com 
pequenas oscilações, durante a fase estacionária, cujo início coincidiu com o 
consumo completo de amido e fim da fase produtiva da enzima. Estes dados 
sugerem que, para a produção desta enzima por T. trachyspermus T10.5, será 
conveniente modificar a forma de condução do processo: um processo contínuo 
permitiria o acréscimo de amido de forma a manter ativos a indução da enzima, o 
crescimento e o metabolismo primário, prolongando o período produtivo.  
As análises fisiológicas também forneceram informações importantes acerca 
da linhagem A. tubingensis AN1257, que não se mostrou um bom produtor de α-
amilase, mas cuja produção de glicoamilase poderá ser futuramente investigada. 
Anteriormente selecionado como linhagem lignocelulolítica, esta linhagem mostrou-
se capaz de crescer eficientemente nas culturas submersas suplementadas com 
amido, hidrolisando todo o substrato polimérico após 24h e consumido quase toda a 
glicose liberada no período de 24 a 72h. Pode-se concluir que a linhagem AN1257 
absorve mais lentamente a glicose do meio, e as altas concentrações provenientes 
da hidrólise do amido devem ter sido responsáveis pela repressão da síntese de 
amilase. Para a produção de amilase por esta linhagem o processo deverá partir de 
concentrações iniciais de substrato menores, com suplementação posterior como 
nos processos contínuos ou descontínuos alimentados, de forma a controlar os 
teores de glicose. 
Foi possível concluir ainda que o CMC solúvel não foi um bom indutor da 
produção de endoglucanase por T. trachyspermus T10.5 e A. tubingensis AN1257, 
provavelmente devido ao efeito tamponante que impediu a acidificação do meio. A 
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queda acentuada no pH após 24h de cultivo pareceu ser essencial ao crescimento 
de A. tubingensis AN1257, pois a adição de ácido às culturas aumentou um pouco a 
formação de biomassa. A redução do pH também pode estar associada ao 
crescimento de T. trachyspermus T10.5, pois a alcalinização do meio coincidiu com 
a fase estacionária das culturas. Neste sentido, os dados permitem concluir que 
substratos tamponantes não parecem adequados para o cultivo de ambas as 
linhagens, e que biomassas vegetais poderiam funcionar mais eficientemente como 
indutoras de celulases. 
É possível concluir ainda que fontes poliméricas atrasaram as primeiras 
etapas do crescimento apical de A. tubingensis AN1257 e T. trachyspermus T10.5 
em meio sólido. À exceção de CMC, as fontes de carbono não diminuíram o 
crescimento nas culturas submersas. Em ambas as linhagens verificou-se que existe 
uma sinalização para a percepção de fontes complexas e adequação das respostas 
morfológicas. Porém, a adaptação à fonte de carbono ocorre precocemente, entre 0 
e 14h para A. tubingensis AN1257 e entre 0 e 18h para T. trachyspermus T10.5, 
envolvendo eventos sutis do crescimento apical, não perceptíveis quando 
simplesmente se quantifica a biomassa. Este período inicial, entretanto, é 
fundamental para a percepção do substrato, indução e produção da atividade 
enzimática. A análise da ativação de PKC em A. tubingensis AN1257 sugeriu que 
essa via de sinalização não modula a germinação deste fungo, sendo necessário o 
estudo de outras vias envolvidas na percepção, germinação e controle do 
crescimento para a resposta a variadas fontes de carbono. Ao contrário, em T. 
trachyspermus T10.5 a germinação dos esporos foi grandemente inibida pela 
presença de PDBu sugerindo que o crescimento inicial dessa linhagem é controlado 
por uma via que envolve PKC. 
A realização desse trabalho possibilitou contribuir com os estudos sobre o 
crescimento apical de duas espécies de fungos filamentosos bem como sua 
correlação com as características morfológicas e bioquímicas da produção de 
carboidrases. Dessa maneira, as informações obtidas irão somar a área de 
tecnologia enzimática, com conhecimento que poderão subsidiar melhorias na 
produção de amilases e celulases pelas linhagens AN1257 e T10.5, bem como seu 
emprego biotecnológico. 
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APÊNDICES 
 
APÊNDICE A – Curva analítica de glicose para dosagem de AR pela redução do 
DNS 
 
Para construção da curva analítica de glicose para dosagem de AR foi pesado 
0,1g de glicose, que foi dissolvida em aproximadamente 30,0mL de água destilada. 
A solução foi transferida para um balão volumétrico e o volume completado para 
50,0mL. Separaram-se 10 tubos de polipropileno de 15mL  limpos e secos para 
preparo das reações contendo cada um 0,500mL de solução de glicose com 
concentração que variava entre 0,100mg/mL a 1,0mg/mL. O branco da reação foi 
feito adicionando-se 0,500mL de água destilada. 
A cada tubo foi adicionado 0,5mL do reagente DNS. Após homogeneização, 
os tubos foram transferidos para um banho-maria fervente e mantidos durante 5 
minutos. Em seguida, os tubos foram transferidos para um banho de gelo, 
acrescidos de 5,0mL de água destilada e homogeneizados por completa inversão. A 
absorvância foi determinada a 540nm, utilizando-se o branco para zerar o 
espectrofotômetro. Todos os pontos foram feitos em triplicata e a curva analítica 
construída com a média das três dosagens conforme Figura A1. 
 
Figura A1 – Curva analítica de glicose para dosagem de AR segundo metodologia de Miller (1959). 
Equação da reta: y=0,9178x; R2=0,9973 
 
Fonte: próprio autor. 
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APÊNDICE B – Curva analítica de amido 
 
A curva analítica para dosagem de amido foi realizada pesando-se 
exatamente 0,5g de amido solúvel e dissolvendo em aproximadamente 30,0mL de 
tampão fosfato de sódio 100mM pH 6,0 sob aquecimento. Após o resfriamento da 
solução, esta foi transferida para um balão volumétrico e o volume completado para 
50,0mL. Em um micro-tubo do tipo Eppendorf de 2,0mL foi adicionado 0,5mL da 
solução de amido 1% em tampão fosfato de sódio 100mM pH 6,0 e 0,5mL de água 
destilada e desta solução foram preparadas as diluições em tubos de polipropileno 
de 15mL limpos e secos, contendo 2,5mL de solução cuja concentração de amido 
variou de 0,05mg/mL a 0,80mg/mL. O branco da reação foi feito adicionando-se 
2,5mL de água destilada. 
A cada tubo foi adicionado 30μL de solução de iodo/ iodeto de potássio e a 
mistura foi homogeneizada. Retirou-se 1,0mL de cada solução e transferiu-se para 
um novo tubo de polipropileno de 15mL  limpo e seco. Em seguida adicionou-se 
4,0mL de água destilada e determinou-se a absorvância a 620nm, zerando-se o 
espectrofotômetro com o branco preparado com água destilada. Todos os pontos 
foram feitos em triplicata e a curva analítica construída com a média das três 
dosagens, conforme exemplo da Figura A2. 
 
Figura A2 – Curva analítica de amido. Equação da reta: y=1,2874x; R2=0,9994 
 
Fonte: próprio autor. 
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APÊNDICE C – Curva analítica de BSA para determinação de proteínas totais 
 
Para a curva analítica de BSA foi pesado exatamente 80,0μg de BSA e 
dissolvido em 20,0mL de água destilada, a qual foi denominada de solução A, com 
concentração final de 4000μg/mL. A partir dessa solução, foi preparada uma solução 
diluída 10 vezes, com concentração final de 400μg/mL, denominada solução B. 
Foram tomados 8 micro-tubos do tipo Eppendorf de 2,0mL nos quais foram 
adicionados 150μL de solução de BSA com concentrações que variaram entre 2μg a 
100μg. O branco da reação foi feito adicionando-se 150μL de água destilada. 
Em seguida, a cada micro-tubo do tipo Eppendorf foi adicionado 1,0mL do 
meio II de Lowry, homogeneizando-se rapidamente e incubando-se a temperatura 
ambiente durante 15 minutos. Então, adicionou-se 0,1mL de reagente de Folin-
Ciocalteau 1N (diluído 1:1), realizando-se nova homogeneização e incubação à 
temperatura ambiente por 30 minutos. Decorrido este tempo, determinou-se a 
absorvância a 660nm, zerando-se o espectrofotômetro com o branco da reação, 
feito com água destilada. Todos os pontos foram feitos em triplicata e a curva 
analítica construída com a média das três dosagens, conforme exemplo da Figura 
A3. 
 
Figura A3 – Curva analítica BSA. Metodologia adaptada de Lowry et al. (1951). Equação da reta: 
y=0,002x; R2=0,9822 
 
Fonte: próprio autor. 
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A concentração de proteínas extracelular foi expressa em µg de proteínas/ µL 
de solução enquanto a concentração de proteínas intracelular foi expressa em µg de 
proteínas/ µg de biomassa. Para isso, foi feita a razão entre a quantidade de 
proteínas totais pelo volume de amostra ou peso seco. 
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ANEXOS 
 
ANEXO A – Meios de cultivo e soluções necessárias para seu preparo 
 
Tabela A1 – Composição do meio PDA 
Componentes Quantidade 
Ágar PDA (fórmula comercial) 39,0g 
Água destilada q.s.p. 1000,0mL 
Fonte: DIFCO LABORATORIES (1984). 
 
Tabela A2 – Composição do meio Czapek  
Componentes Quantidade 
Solução A 50,0mL 
Solução B 50,0mL 
Sacarose 30,0g 
ZnSO4. 7H2O 1% (p/v) 1,0mL 
CuSO4.5H2O 0,5% (p/v) 1,0mL 
Ágar 15,0g 
Água destilada q.s.p. 1000,0mL 
Fonte: Smith e Onions, 1933 apud Lacaz, 1993. 
 
Tabela A3 – Composição da solução A utilizada no meio Czapek 
Componentes Quantidade 
NaNO3 40,0g 
KNO3 10,0g 
MgSO4.7H2O 10,0g 
FeSO4.7H2O 0,2g 
Água destilada q.s.p. 1000,0mL 
Fonte: Smith e Onions, 1933 apud Lacaz, 1993. 
 
Tabela A4 – Composição da solução B utilizada no meio Czapek 
Componentes Quantidade 
K2HPO4 20,0g 
Água destilada q.s.p. 1000,0mL 
Fonte: Smith e Onions, 1933 apud Lacaz, 1993. 
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Tabela A5 – Composição da solução de ZnSO4. 7H2O 1% (p/v) utilizada no meio Czapek 
Componentes Quantidade 
ZnSO4. 7H2O 1,0g 
Água destilada q.s.p. 100,0mL 
Fonte: Smith e Onions, 1933 apud Lacaz, 1993. 
 
Tabela A6 – Composição da solução de CuSO4.5H2O 0,5% (p/v) utilizada no meio Czapek 
Componentes Quantidade 
CuSO4.5H2O 0,5g 
Água destilada q.s.p. 100,0mL 
Fonte: Smith e Onions, 1933 apud Lacaz, 1993. 
 
Tabela A7 – Composição do MMV 
Componentes Quantidade 
Sacarose 15,0g 
Solução salina de Vogel 50X concentrada 20,0mL 
Ágar 15,0g 
Água destilada q.s.p. 1000,0mL 
Fonte: Vogel, 1956. 
 
Tabela A8 – Composição da solução salina de Vogel 50X concentrada 
Componentes Quantidade 
Na3C6H5O7. 5H2O 150,0g 
KH2PO4 anidro 250,0g 
NH4NO3 anidro 100,0g 
MgSO4.7H2O 10,0g 
CaCl2.2H2O 5,0g 
Solução de elementos traço 5,0mL 
Solução etanólica de biotina 0,005% 2,5mL 
Água destilada q.s.p. 1000,0mL 
Fonte: Vogel, 1956. 
 
Tabela A9 – Composição da solução etanólica de biotina 0,005% para MMV 
Componentes Quantidade 
Biotina 0,005g 
Etanol 50% 100,0mL 
Fonte: Vogel, 1956. 
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Tabela A10 – Composição da solução traços para o MMV 
Componentes Quantidade 
C6H8O7 50,0g 
ZnSO4.7H2O 50,0g 
Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O 10,0g 
CuSO4.5H2O 2,5g 
MnSO4.H2O 0,5g 
MnCl2.4H2O 50,0g 
H3BO3 0,5g 
NaMoO4.2H2O 0,5g 
Água destilada q.s.p. 1000,0mL 
Fonte: Vogel, 1956. 
 
Tabela A11 – Composição do meio YAG 
Componentes Quantidade 
Glicose 20,0g 
Extrato de levedura 5,0g 
Ágar 15,0g 
Água destilada q.s.p. 1000,0mL 
Fonte: Kafer (1977) 
 
Tabela A12 – Composição do meio CYA 
Componentes Quantidade 
NaNO3 3,0g 
Extrato de Levedura 5,0g 
Sacarose 30,0g 
K2HPO4.3H2O 1,3g 
MgSO4.7H2O 0,5g 
KCl 0,5g 
FeSO4.7H2O 0,01g 
CuSO4.5H2O 0,005g 
ZnSO4.7H2O 0,01g 
Ágar 15,0g 
Água destilada q.s.p. 1000,0mL 
pH 6,3 ± 0,2 
Fonte: Frisvad e Samson (2004). 
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Tabela A13 – Composição do meio MEA 
Componentes Quantidade 
Extrato de Malte 30,0g 
Peptona Bacteriológica 1,0g 
Glicose 20,0g 
CuSO4.5H2O 0,005g 
ZnSO4.7H2O 0,01g 
Ágar 20,0g 
Água destilada q.s.p. 1000,0mL 
pH 5,3 ± 0,3 
Fonte: Frisvad e Samson (2004). 
 
Tabela A14 – Composição do meio YES 
Componentes Quantidade 
Extrato de Levedura 20,0g 
Sacarose 30,0g 
K3PO4.7H2O 1,6g 
MgSO4.7H2O 0,5g 
KCl 0,5g 
FeSO4.7H2O 0,01g 
CuSO4.5H2O 0,005g 
ZnSO4.7H2O 0,01g 
Púrpura de bromocresol 0,05g 
Ágar 15,0g 
Água destilada q.s.p. 1000,0mL 
pH 8,0 ± 0,2 
Fonte: Frisvad e Samson (2004). 
 
Tabela A15 – Composição do meio ME2 
Componentes Quantidade 
Extrato de Malte 20,0g 
CuSO4.5H2O 0,005g 
ZnSO4.7H2O 0,01g 
Ágar 15,0g 
Água destilada q.s.p. 1000,0mL 
pH 5,4 ± 0,3 
Fonte: Frisvad e Samson (2004). 
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Tabela A16 – Composição do meio CREA modificado 
Componentes Quantidade 
Caseína 3,0g 
Sacarose 30,0g 
K3PO4.7H2O 1,6g 
MgSO4.7H2O 0,5g 
KCl 0,5g 
FeSO4.7H2O 0,01g 
CuSO4.5H2O 0,005g 
ZnSO4.7H2O 0,01g 
Azul de bromotimol 0,005g 
Ágar 15,0g 
Água destilada q.s.p. 1000,0mL 
pH 8,0 ± 0,2 
Fonte: adaptado de Frisvad e Samson (2004). 
 
Tabela A17 – Composição do meio mínimo de Aspergillus 
Componentes Quantidade 
Glicose 10,0g 
Soluções de sais e nitrato 20X 50,0mL 
Solução de elementos traço 1000X 1,0mL 
Água destilada q.s.p. 1000,0mL 
pH 6,5 
Fonte: Lacaz (1992). 
 
Tabela A18 – Composição da solução de sais e nitrato 20X para o meio mínimo de Aspergillus 
Componentes Quantidade 
Na3NO3 120,0g 
KCl 10,4g 
MgSO4.7H2O 10,4g 
KH2PO4 30,4g 
Água destilada q.s.p. 1000,0mL 
Fonte: Lacaz (1992). 
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Tabela A19 –  Composição da solução de elementos traço 1000X para o meio mínimo de Aspergillus 
Componentes Quantidade 
ZnSO4.7H2O 22,0g 
H3BO3 11,0g 
MnCl2.4H2O 22,0g 
FeSO4.7H2O 5,0g 
CoCl2.5H2O 1,6g 
CuSO4.5H2O 1,6g 
Na2MoO4.4H2O 1,1g 
Na2EDTA 50,0g 
Água destilada q.s.p. 1000,0mL 
pH 6,5 - 6,8 
Fonte: Lacaz (1992). 
 
Tabela A20 – Composição do meio de cultura para indução de atividade de carboidrases  e estudo do 
crescimento e fisiologia das linhagens produtoras 
Componentes Quantidade 
Substrato indutora - 
Extrato de levedura 0,4g 
NaCl 0,1g 
MgSO4.7H2O 0,2g 
KH2PO4 0,4g 
K2HPO4 0,1g 
Ágarb 15,0g 
Água destilada q.s.p. 1000,0mL 
pH 6,0; 
a
Substrato indutor: variável, conforme descrito no texto (item 4.6). 
b
O ágar não foi incluído em 
meio líquido utilizado nos estudos fisiológicos. 
Fonte: Adaptado de Manachin, Fortina e Parini (1987). 
 
 
